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RIASSUNTO 
Nonostante Titus Livius (Storia Romana XXXVIII) parli della deportazione nell’ Ager 
Taurasinum (l’attuale Alto Sannio) di circa 47000 Ligures Apuani ad opera dei Romani 
nel II secolo a.C., evidenze storico-archeologiche e linguistiche suggeriscono una 
continuità genealogica tra le popolazioni che attualmente abitano le valli interne delle 
Apuane e le popolazioni che si stabilirono in questa zona in epoca pre-romana. Questa 
considerazione e la tipizzazione di DNA da resti scheletrici associati a culture europee 
ritenute all’origine della diffusione dei Ligures rendono possibile l’individuazione di 
linee a trasmissione uni-lineare che possono essere utilizzate come traccianti di questo 
evento storico. 
L'ipotesi storica della deportazione di massa è stata verificata attraverso la 
caratterizzazione genetica di marcatori uni-lineari in un campione selezionato di 
donatori non imparentati di quattro comunità Apuane (Vagli, Terrinca, Arni, Pruno, 
N=50) e di una comunità Alto-sannitica (Circello, N=27). 
Il DNA, estratto da cellule buccali, è stato sequenziato per la regione ipervariabile I 
(HVSI) e parte della regione ipervariabile II (HVSII) del genoma mitocondriale 
(mtDNA). Le sequenze nucleotidiche sono state allineate e confrontate con la sequenza 
di riferimento (Revised Cambridge Reference Sequence) per assegnare l’aplotipo sulla 
base delle varianti polimorfiche. Parallelamente, è stata condotta un'analisi di 31 SNP 
presenti nella regione codificante. Gli aplotipi HVS e SNP, una volta combinati, sono 
serviti per assegnare a ciascun mtDNA il relativo aplogruppo di appartenenza e la 
variabilità aplotipica entro-aplogruppo. 
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I pattern di variabilità osservati a livello mitocondriale per entrambe le regioni 
investigate e il pattern precedentemente osservato a livello dei polimorfismi della 
regione non ricombinante del cromosoma Y (MSY), analizzati a livello continentale e 
regionale, hanno dimostrato una condizione di isolamento genetico per entrambe le 
comunità.  
Per verificare l’ipotesi della loro continuità genetica con una popolazione ancestrale 
comune si è calcolato l’arricchimento di aplotipi mitocondriali e MSY, compatibili con 
un isolamento riproduttivo dal tempo della deportazione (180 a.C.), che si osserva in 
campioni apuani e alto-sanniti rispetto a popolazioni di riferimento, cioè limitrofe ma 
non interessate direttamente dalla deportazione secondo le fonti storiche. 
I risultati dimostrano che un arricchimento statisticamente significativo è rilevabile ma 
solo per una linea a trasmissione patri-lineare (R-U152). Ciò indica che in certe realtà 
demo-territoriali caratterizzate da isolamento geografico e/o culturale, attraverso 
l’integrazione di diversi e sofisticati strumenti di indagine - un campionamento 
selettivo, l’analisi di marcatori uni-parentali ad alta risoluzione, simulazioni al 
computer, uso di banche dati, studi di DNA antico – è ancora possibile rintracciare 
segnali genetici di antichi eventi demografici. 
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ABSTRACT 
Despite the fact that Titus Livius (Storia Romana XXXVIII) wrote about  the 
deportation of about 4700 Ligures Apuani to the  Ager Taurasinum (Alto Sannio) 
accomplished by the Romans during the second century B.C., historical-archaeological 
and linguistic evidences suggest a continuity between the populations that nowadays 
inhabit the internal valleys of the Apuane and the populations that settled in this 
neighborhood in pre-roman age. This consideration and the DNA typing from skeletal 
remains associated with European cultures considered the origin of the spread of the 
Ligures make possible the detection of uni-linear transmission lines that can be used as 
tracers of this historic event. 
The hystorical hypothesis has been validated trough the genetic characterization of uni-
linear markers isolated by unrelated donors form 4 communities from Apuane (Vagli, 
Terrinca, Arni, Pruno, N=50)  and one community from Alto Sannio (Circello, N=27). 
The DNA extracted from mouth cells through the "cycle-sequencing" method (BigDye 
Terminator v1.1 Cycle Sequencing, Applied Biosystems) for the analysis of  
Hypervariable Segment 1 region (HVSI) and Hypervariable Segment 2 region (HVSII) 
of the mitochondrial genome (sites from 15564 to 429). 
Nucleotide sequences have been aligned and matched to the standard sequence (Revised 
Cambridge Reference Sequence), to assign a haplotype based on polymorphic variants. 
In the mean time,  the analysis of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) with the 
"SNaPshot" method (SNaPshot Multiplex Kit, Applied Biosystems) in the same region 
was carried out. 
 VII 
 
Combined analysis of HSV haplotypes and SNP contributed to the definition of the 
haplotype groups to be matched with a database of 78.590 individuals.  
The variability pattern observed in mitochondria for the investigated regions have been 
successively geographically clustered and compared to the pattern of  the male-specific 
not recombinant region of the Y chromosome (MSY). 
To verify the hypothesis of the genetic continuity, the enrichment in mitochondrial 
haplotypes, in samples from Apuani and Alto Sanniti, compared to the standard 
populations compatible with reproductive segregation starting from 180 B.C., have been 
calculated. The results demonstrate that such enrichment is measurable but far more 
evident from the paternally-related analysis (MSY). This implies that a genetic and 
cultural isolation, even though faint, can still be observed in the typical genetic traits of 
the Italian pre-roman populations. 
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1.1 Evidenze storico-archeologiche 
1.1.1  I Liguri-Apuani 
 
I Liguri sono un popolo di origine incerta, alcuni ritengono la loro etnia mediterranea e 
dunque pre-indoeuropea, altri invece li fanno risalire ad un ramo indoeuropeo 
stanziatosi, in seguito alla prima corrente migratoria, nella zona mediterranea. Forse la 
verità sta in mezzo ed i Liguri possono essere considerati come una popolazione 
indigena preesistente e poi indoeuropizata. Comunque, in ogni caso il gruppo dei Liguri 
è un gruppo etnico che quasi certamente ebbe origine nella valle del Rodano e che in 
seguito a svariate vicende, valicò le Alpi e venne ad insediarsi lungo la costa 
mediterranea e nella parte più occidentale della pianura Padana. Da qui forse in seguito 
alla spinta dei Celti, raggiunse la zona della odierna Toscana del nord fra i fiumi Magra 
ed Arno, dando origine al ramo più orientale dei Liguri che assunsero la denominazione 
di Apuani. 
I Liguri-Apuani furono un popolo bellicoso e con un marcato senso del sacro. Privi di 
qualsiasi struttura di tipo statale, essi vivevano organizzati in vici (villaggi), e 
all'occorrenza, in caso di attacco da parte dei nemici, si rifugiavano in insediamenti 
temporanei o permanenti posti su alture (i “castellari”) generalmente costruiti sulle 
pendici dei monti o in collina, immersi in fitte selve boscose ma in posizioni strategiche 
così da controllare il territorio circostante e contemporaneamente fungere da ottima 
difesa contro i nemici (ne sono stati individuati circa una ventina). 
Era una società basata sulla pastorizia, sulla caccia, sulla pesca e su una rudimentale 
agricoltura montana. Vi era assai diffuso l’uso del compascuo (anche per motivi 
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religiosi) e della tecnica del debbio (incendio) per fertilizzare i terreni. Molta 
importanza dovettero avere la guerra e la razzia. Un esempio della bellicosità di questo 
popolo ci può essere offerto dal tipo di “relazioni” che ebbero con gli Etruschi.  
Nella fase della loro massima espansione in questa zona, gli Etruschi incontrarono una 
guerriglia implacabile che ne arrestò l’avanzata. In seguito dovettero far fronte a varie 
incursioni e spedizioni che li costrinsero ad attestarsi sulla riva meridionale dell’Arno. 
Rari furono anche gli scambi commerciali tra le due nazioni tanto diverse fra di loro.  
Sicuramente la maggior parte delle informazioni di carattere storiografico riguardo al 
popolo dei Liguri-Apuani, ci è fornito da Roma. Sono infatti le ormai epiche battaglie 
contro i Romani che consacrarono questa rude popolazione agli onori della cronaca. Fu 
soprattutto Livio a parlarci di loro nei suoi Annali definendoli “durum in armi genus” 
(un popolo tosto nell’uso delle armi) e scrivendo che i legionari in terra apuana 
avrebbero trovato “armi e solo armi ed un popolo che nelle armi aveva riposto ogni 
speranza”. Anche Virgilio parla dei robusti Liguri “avvezzi alla fatica” e ci narra di un 
guerriero Ligure di nome Cupavo, figlio di Cigno re ligure, che delle penne di tale 
uccello aveva adornato l'elmo. Nell'antichità il cigno era animale sacro ed associato al 
misterioso popolo degli Iperborei e al culto dell'Apollo nordico. Si diceva fra i romani 
che un gracile Ligure valesse più di un Gallo robusto. Tra i Liguri e i Romani ci furono 
anni ininterrotti di guerra, sanguinose battaglie ebbero luogo nelle valli delle Alpi 
Apuane e dell’Appennino toscano, morti a migliaia fra gli indigeni ma anche intere 
legioni distrutte. I primi scontri iniziarono verso il 234 a.c. per la conquista della zona di 
Lucca. In seguito, dopo un periodo di lotte ad esito incerto, i Liguri Apuani inflissero 
una sconfitta clamorosa ai romani. Nel 186 a.c. il console Marcio col suo esercito fu 
travolto: quattromila uomini uccisi, molti prigionieri, armi ed insegne gettate alla 
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disperata; “si stancarono prima i Liguri d'inseguire che i Romani di fuggire....” scrive 
Livio nella sua Storia di Roma. Braccati dalle legioni i Liguri Apuani si ritirarono sugli 
aspri monti natii per poi ridiscenderne, nei momenti favorevoli, per spedizioni e razzie 
(a volte alleati coi Friniati) nel modenese, nel bolognese e nell'agro pisano (Pisa stessa 
subì l'assedio degli Apuani). Ma i Romani non potevano permettere che le vie terrestri e 
marittime che portavano in Iberia (antico nome dato alla penisola Iberica) fossero 
continuamente attaccate e rese pericolose dalle popolazioni Liguri. Così sferrarono 
nuovi attacchi a loro più o meno favorevoli ma mai decisivi. La parola fine a questa 
tormentata campagna militare fu posta nell’anno 180 quando due eserciti romani di 
quasi 40.000 uomini, guidati dai proconsoli Publio Cornelio Cetego e Marco Bebio 
Panfilio, ebbero l’ordine di risolvere definitivamente il problema apuano. La battaglia 
sorprese gli Apuani che si aspettavano una campagna militare dopo la nuova elezione 
consolare. Ciò non avvenne e gli Apuani persero 12.000 uomini e furono costretti alla 
resa. Il senato diede ordine di deportazione di oltre 40.000 capifamiglia con mogli e 
figli (questa cifra riportata da Livio sembra comunque esagerata e forse una buona parte 
dei prigionieri riuscì a fuggire) nell'Ager Taurinus (Alto Sannio), una terra fertile 
disabitata  più o meno nella zona del beneventano. Raggiunsero la loro meta via terra e 
si calcola che impiegarono circa un mese, percorrendo circa 15-20 Km al giorno 
(Marcuccetti 2014). Una volta arrivati a destinazione poterono organizzarsi in libere 
comunità, conservando le loro leggi, dovevano però accettare le regole fondamentali 
dello Stato Romano (la completa sottomissione ad esso e la rinuncia di una propria 
identità nazionale). Ricevettero 150 libbre d'argento per i loro nuovi insediamenti e un 
pezzo di terra in usu capione  (cioè era di proprietà dei romani che potevano 
riprendersela e ridistribuirla quando volevano). Lo storico Tito Livio, nella sua opera 
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“Ab Urbe condita libri” (Liber XI, passim 37 e 38), utilizza queste parole per descrivere 
la deportazione dei Liguri Apuani nel Sannio: 
«(…) P. Cornelius et M. Baebius, qui in consulatu nihil memorabile gesserant, in 
Apuanos Ligures exercitum induxerunt. Ligures, qui ante adventum in provinciam 
consulum non exspectassent bellum, improviso oppressi ad duodecim milia hominum 
dediderunt se. Eos consulto per litteras prius senatu deducere ex montibus in agros 
campestres procul ab domo, ne reditus spes esset, Cornelius et Baebius statuerunt, 
nullum alium ante finem rati fore Ligustini belli. Ager publicus populi Romani erat in 
Samnitibus, qui Taurasinorum fuerat. Eo cum  traducere Ligures Apuanos vellent, 
edixerunt, ut Ligures Apuani de montibus descenderent cum liberis coniugibusque, sua 
omnia secum portarent. Ligures saepe per legatos deprecati, ne penates, sedem in qua 
geniti essent, sepulcra maiorum cogerentur relinquere, arma obsides pollicebantur. 
Postquam nihil impetrabant neque vires ad bellandum erant, edicto paruerunt. Traducti 
sunt publico sumptu ad quadraginta milia liberorum capitum cum feminis puerisque. 
Argenti data centum et quinquaginta milia, unde in novas sedes compararent, quae 
opus essent. Agro dividendo dandoque iidem, qui traduxerant, Cornelius et Baebius 
praepositi. Postulantibus tamen ipsis quinqueviri ab senatu dati, quorum ex consilio 
agerent. Transacta re cum veterem exercitum Romam deduxissent, triumphus ab senatu 
est decretus. Hi omnium primi nullo bello gesto triumpharunt» 
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Traducendo in italiano:  
 
«I consoli Publio Cornelio e Marco Bebio, che nel frattempo non avevano compiuto 
nulla d’importante inerente al consolato, condussero l’esercito nel paese dei Liguri 
Apuani. I Liguri, che fino all’arrivo dei consoli nella provincia non si aspettavano di 
dover combattere, attaccati di sorpresa, si consegnarono subito in dodicimila. I consoli, 
dopo aver prima consultato per lettera il Senato, presero la decisione di deportarli 
lontano dai monti, così che non potessero nutrire speranza di ritorno, in territorio di 
pianura, convinti che questo fosse l’unico mezzo per porre veramente fine alla guerra in 
Liguria. Nel Sannio c’era un territorio di proprietà della repubblica, già appartenente ai 
Taurasini; quello i consoli designarono come nuova sede dei Liguri Apuani; ordinarono 
perciò ad essi di discendere dalle loro montagne con i figli e le mogli e di portare tutti i 
loro averi. Più volte i Liguri, per mezzo di incaricati pregarono e supplicarono di non 
essere costretti ad abbandonare le loro case, la terra dove erano nati, le tombe dei loro 
morti; consegnavano le armi, offrivano ostaggi. Ma poiché non ottenevano nulla e non 
avevano forze sufficienti per ribellarsi, ubbidirono agli ordini. A spese pubbliche 
vennero deportati quarantamila uomini di libera condizione con le donne e con i figli. 
Vennero dati loro centocinquantamila denari d’argento affinché potessero acquistare 
cose di prima necessità nelle nuove sedi. La divisione e l’assegnazione dei poderi fu 
compiuta da quegli stessi che avevano organizzato la deportazione, Cornelio e Bebio; 
dietro loro richiesta però il Senato nominò cinque esperti che li consigliassero. Portata a 
termine la non indifferente impresa i consoli condussero l’esercito a Roma. Il Senato 
decretò per loro il trionfo, e furono i primi che ottenessero quell’onore senza aver 
combattuto» 
CAPITOLO 1 INTRODUZIONE 
6 
In seguito ci fu un periodo di relativa pace, interrotto solo ogni tanto da ribellioni dei 
mai domi Apuani, che cessarono definitivamente nel 155 con la deportazione di altri 
7.000 capifamiglia (solo uomini), questa volta via mare da Pisa a Napoli. 
 
Il rito dei morti: 
Le tombe a cassetta sono la testimonianza del rito ad incinerazione che è stato praticato 
costantemente in Lunigiana (venivano deposte le ceneri in urne insieme al corredo del 
morto): è una pratica che deriva dai famosi  "Campi di urne" cioè delle grandi necropoli 
ad incinerazione, comuni ad un gruppo di culture dell'età del Bronzo europee. In Italia 
arrivò dal nord e si diffusero in tutta la penisola. Ma, mentre altrove il rito 
dell'inumazione conviveva con quello dell’incinerazione, in Lunigiana l'incinerazione è 
esclusiva e si ripete invariabilmente senza apprezzabili varianti per lunghi secoli. Si 
mantiene anche dopo la romanizzazione con la sola variante del materiale: non più 
lastre di pietra ma tegoloni, non più rozza ceramica, ma vasi accessori e cinerei in uso 
nel mondo romano. Sono chiamate tombe a cassetta perché sono costituite da un 
pozzetto lapideo realizzato con sei rozze lastre di pietra locale, quattro costituiscono le 
pareti e due il fondo e il coperchio. 
 
 Le statue stele: 
I Liguri, questi rozzi pastori-guerrieri, avevano sviluppato anche un ricco patrimonio 
magico-religioso che ebbe la sua manifestazione più clamorosa nelle famose statue stele 
della Lunigiana. Le statue-stele sono sculture a carattere antropomorfo eseguite su 
monoliti di pietra. Rappresentano figure femminili (caratterizzate dalla presenza di seni 
e a volte di ornamenti) e ,soprattutto, maschili (quasi tutte armate con pugnali con punte 
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di lance). Non si dà importanza ai tratti somatici del volto (spesso sono solo accennati o 
a "T"), ne ad altre parti del corpo (braccia e piedi si trovano solo rari esemplari). In 
genere rappresentavano una divinità o antenati eroizzati e venivano collocate nella aree 
sacre, non in zone abitate o necropoli, ma in una specie di santuari all'aperto o in radure 
boschive. La datazione copre un periodo assai lungo: dalle più antiche risalenti al III 
millennio a.c. alle più recenti del III secolo a.c.; queste ultime sono anche quelle che 
presentano una maggior rifinitura. Tutte le varie statue stele ritrovate sono state 
suddivise in tre gruppi in base all'evoluzione tecnica e stilistica delle sculture: 
 GRUPPO A: vi appartengono le statue di origine più antica (fine IV millennio 
a.C. - media età del Bronzo), sono le più primitive ed essenziali sia nello stile 
che nella rappresentazione. Le statue stele che appartengono a questo gruppo 
hanno tratti antropomorfici molto stilizzati, la testa è un prolungamento del 
corpo ed ha la tipica forma ad "U", la linea clavicolare retta e le braccia in 
bassorilievo molto stilizzate (le dita delle mani si trovano solo in pochissime 
statue). Le statue maschile hanno un pugnale disegnato di profilo, con la lama 
triangolare l'impugnatura corta e pomo semicircolare; mentre quelle femminili 
sono rappresentate con seni separati, stilizzati come piccoli dischi. 
 GRUPPO B: vi appartengono le statue di periodo intermedio (3.400/3.300- 
2.300/2.000 a.C.), presentano una maggiore accuratezza dei segni 
antropomorfici rispetto a quelle appartenenti al gruppo A. Hanno, infatti, la testa 
dalla forma tipica a "cappello di carabiniere" che è divisa dal corpo e che 
presenta alcuni particolari come gli occhi. Le armi delle statue maschili sono i 
tradizionale pugnali triangolari che possono essere più o meno dettagliati e 
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un'ascia a forma di "L" con un lungo manico; le statue femminili hanno seni 
semisferici ed a volte gioielli stilizzati. 
 GRUPPO C: vi appartengono le statue più recenti (fine del VII -fine del VI sec. 
a.C.), quelle più evolute artisticamente. A questo gruppo appartengono solo 
statue maschili. La figura ha uno stile più realistico e più ricco di particolari. La 
testa è arrotondata, staccata dal corpo, con naso, occhi, bocca ed orecchie ben 
delineate. Anche le mani e le braccia sono ben definite con alcuni particolari 
delle armi e dei vestiti ben scolpiti. 
 
Fig.1.1: Statua stele ritrovata in Lunigiana databile all'età del Ferro (VIII-VI sec. a.C. circa) 
 
Sparsi in tutta l'area Apuana, per ora, sono state rinvenute oltre 60 esemplari di statue 
stele appartenenti al gruppo C. 
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1.1.2  Territorio dei Liguri Apuani 
 
I Liguri Apuani erano detti anche liguri montani, comprendevano una confederazione di 
tribù liguri che vivevano sulle alture dell'odierno Appennino tosco-emiliano e sulle 
odierne Alpi Apuane, estendendosi dall’attuale Passo del Bracco (SP), forse l’antica 
Boron (indicata sulla Tabula Peutingeriana), fino al Monte Cimone (MO). Confinavano 
a nord-ovest con i Tigulli, a nord-est con i Friniati, ad est con i Liguri Mugelli (o 
Magelli), a sud con gli Etruschi, avendo ad ovest la costa tirrenica (dalle attuali Cinque 
Terre fino a Torre del Lago-Viareggio). A differenza di quanto si potrebbe pensare, il 
termine "Apuano" non deriva dalle omonime alpi (denominate così successivamente in 
luogo dell'antico Lunae montes di Strabone) ma dalla città di Apua,,  antico nome di 
Pontremoli, da cui anche il nome della stessa Diocesi Apuana. 
Oltre che essere stato culla della civiltà ligure degli Apuani nella pre-protostoria, il 
territorio oggi compreso fra le province della Spezia, Massa Carrara e gran parte di 
quella di Lucca, è rimasto culturalmente omogeneo anche nei secoli che seguirono la 
conquista romana e nel medioevo. 
Nella cultura materiale e nelle tradizioni popolari che ancora vive in Val di Vara, Val di 
Magra, nelle Cinque Terre, in Versilia e nell’alta e media Valle del Serchio, è possibile 
ancora oggi cogliere degli elementi comuni che legano fra loro vari angoli delle nostre 
vallate, differenziando quest’area da aree vicine (Tigullio, Lucchesia). Ciò è molto 
interessante perché è la dimostrazione dell’esistenza di un “substrato” comune che ha 
resistito sia alle pesanti influenze esterne (toscana, genovese, emiliana), sia agli assalti 
della modernità. 
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Fig.1.2: Tabula Peutingeriana: Pars IV - Segmentum IV; Rappresentazione delle zone Apuane con indicate le 
colonie di Pisa Luni ed il nome "Sengauni"; il tratto Pisa Luni non è ancora collegato 
 
1.1.3  Cultura Bell Beaker, Urnfield e Hallstatt 
 
Nei decenni finali del IV sec. a.C., in seguito alla nuova situazione creatasi con le 
invasioni celtiche nell´Italia settentrionale, alcune popolazioni liguri si spostarono a sud 
e a est dell´Appennino, occupando i territori montani della Lunigiana, della Garfagnana 
e della Versilia, dando origine alla cultura ligure apuana. I rinvenimenti archeologici in 
queste aree concordano nel porre, entro la fine del IV sec. a.C., la formazione di un 
coerente sistema d´insediamenti, dotato anche di sbocchi al mare e consolidatosi poi nel 
corso del III sec. a.C. 
Ciò avveniva, mentre in Europa orientale stava diffondendosi la cultura Bell Beaker, 
quindi si presuppone che anche i Liguri che si stavano insediando nelle Apuane 
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potessero appartenere a quel tipo di cultura. La cultura Bell Beaker (conosciuta anche 
col nome di "cultura del vaso campaniforme") si diffuse in Portogallo, Spagna, Francia 
del nord e del sud, Germania, Gran Bretagna, parte dell'Irlanda, Olanda e nell'Italia 
insulare (l'origine è incerta: alcuni pensano si sia originata nella penisola Iberica, altri 
che abbia origini indoeuropee). É caratterizzata dall'uso del tipico vaso a forma di 
campana e da altri manufatti (pugnali in rame ed altre armi). In questa cultura la 
sepoltura del defunto avveniva in posizione rannicchiata con lo sguardo rivolto verso 
est, e con un ricco corredo funerario in base allo stato sociale. 
Nell'area apuana non sono rinvenuti reperti archeologici riconducibili a questo tipo di 
cultura, sebbene il periodo di popolamento dell'area coincida con quello dello 
dell'espansione della cultura Bell Beaker; ma il rito dell'incinerazione dei morti e il 
modo con cui sono rappresentati gli armamenti nelle statue stele, ci riporta alla cultura 
Urnfield e di Hallstat. 
 
La cultura dei campi di urne (cultura Urnfield) è una cultura della tarda età del bronzo 
(XIII - metà dell'VIII secolo a.C.), sviluppatasi nell'Europa centrale. Questa cultura 
seguì la cultura dei tumuli (media età del bronzo) e precedette la cultura di Hallstatt (età 
del ferro). La caratteristica principale, dalla quale la cultura prese il nome, venne 
individuata nell'introduzione del rito funerario della cremazione, al posto della 
precedente inumazione e dalla sepoltura dei resti cremati in urne. Probabilmente 
l'introduzione e la diffusione progressiva di nuove credenze religiose comportò un 
cambiamento degli usi funerari. Nella "cultura dei campi di urne" prevalgono le 
sepolture in tombe singole, sebbene i tumuli (sepolture multiple) non siano del tutto 
assenti. Inizialmente si trovano tombe a fossa scavate con pavimento in pietra, che poi 
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vengono sostituite da urne. Le ossa cremate e le ceneri venivano  deposte nella tomba 
insieme ad un corredo funerario.  
 
Fig.1.3: diffusione della cultura Urnfield in Europa 
 
La cultura di Hallstatt è stata una cultura dell'Europa centrale dell'età del Bronzo e 
degli inizi dell'età del Ferro. Prende il nome dalla cittadina di Hallstatt, nei pressi di 
Salisburgo, nei dintorni del quale è stato rinvenuto il sito principale attribuito a tale 
cultura. La cultura di Hallstatt si sviluppò tra il XIII e il VI secolo a.C., come probabile 
evoluzione della "cultura dei campi di urne" a cui inizialmente si sovrappone. 
 
Fig.1.4: Diffusione della cultura Hallstatt (http://it.wikipedia.org/wiki/Cultura_di_Hallstatt) 
In Italia il ritrovamento del sito di Golasecca ci testimonia un'ondata migratoria di 
popolazioni provenienti probabilmente dal nord delle Alpi. Nella pianura Padana presso 
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il Ticino a partire dalla fine dell'età del Bronzo si sviluppò la cultura di Golasecca (IX-
IV secolo a.C.). Nel sito archeologico sono stati trovati reperti riconducibili alla cultura 
Hallstatt come i ritrovamenti di urne e corredi funebri. 
 
Fig.1.5 Culture presenti in Italia nell'Età del Ferro (http://it.wikipedia.org/) 
 
1.1.4  Circello 
 
Il paese di Circello sorge su un promontorio roccioso che sovrasta le valli dei torrenti 
Torti e Tammarecchia. La tribù sannitica dei Pentri ha dominato in queste terre, per cui 
il suo territorio faceva parte del Sannio Irpino, e in particolare questa zona, come 
ricorda Tito Livio, era denominata "Taurasia". I territori dell’Alto Sannio furono poi 
conquistati dai Romani al termine delle guerre sannitiche, e il territorio di Circello 
divenne "Ager Pubblicus" di proprietà del popolo romano. Infatti presso "Macchia", la 
zona più fertile di Circello avvenne la deportazione dei Liguri Bebiani dalle Alpi 
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Apuane. La città fondata dai Liguri in queste zone rivestì una notevole importanza 
amministrativa e commerciale in quel territorio. Una certezza dell'esistenza di tale città 
ci è data dal ritrovamento di resti archeologici e di epigrafi, che testimoniano l'esistenza 
di terme pubbliche, di un municipio, di case con portici. Il documento più importante 
ritrovato nel 1831 ricerca è sicuramente una grossa tavola di bronzo conosciuta come 
Tabula Alimentaria, si tratta di un reperto di straordinaria importanza risalente all’anno 
101 d.C.: su cui sono riportati i fondi, ipotecati dagli abitanti della Res Publica Ligurum 
Bebianorum in cambio di aiuti finanziari da parte dell'imperatore Traiano, gli interessi 
maturati sui prestiti erano devoluti dalle casse imperiali a favore dei bambini e delle 
bambine più povere d'Italia. La tavola, ritrovata nel 1831 da Giosuè De Agostini in un 
podere di sua proprietà, venne trascritta per la prima volta nel 1845 dal p. Raffaele 
Garrucci di Napoli. Essa è oggi visibile presso il Museo delle Terme in Roma. Il 
ritrovamento di questo reperto costituisce un'importante testimonianza dei piani 
alimentari dell'imperatore e rappresenta una prova sicura della presenza di una 
popolazione chiamata Liguri Bebiani nel Sannio Beneventano.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1.6: nella prima immagine la Tabula Alimentaria (101d.C), mentre nella seconda immagine il bassorilievo 
incastonato nella struttura muraria della torre di Sant'Angelo (VII-VIII sec.) 
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Sempre da questo sito sono rinvenuti ulteriori reperti che confermerebbero la presenza 
dei Liguri Bebiani, come il ritrovamento di un bassorilievo, ritrovato incastonato nella 
torre Sant'Angelo a Circello, che per diversi aspetti sarebbe simile alle statue ritrovate in 
Lunigiana e appartenenti alla cultura ligure.  
 
  
Fig.1.7: Reference map for Samnium da The Historical Atlas by William R. Shepherd, 1911 
(http:it.wikipedia.org/wiki/Sannio) 
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1.2 Evidenze linguistiche 
Da uno studio sui dialetti viene evidenziato il fatto che su base fonetica, fonematica e in 
base alle caratteristiche morfo-sintattiche, la Toscana può essere suddivisa in 9 
principali dialetti (Giannelli, 2000): 
1 . dialetti della zona fiorentina (Fiorentino); 
2 . dialetti della zona Siena (Senese); 
3 . dialetti da Pisa e Livorno aree (Pisano - Livornese); 
4 . dialetti della zona di Lucca (Lucchese); 
5 . dialetti da Isola d'Elba (Elbano); 
6 . dialetti della zona di Arezzo (Aretino); 
7 . dialetti da Monte Amiata (Amiatino); 
8 . dialetti della Garfagnana e della Versilia (subdvided in Upper - Garfagnino e Low -
Garfagnino/Upper -Versiliese); 
9 . dialetti da Massa (Massese). 
Tra questi vi sono anche dialetti considerati non toscani: questo è il caso di dialetti 
parlati in Lunigiana e in piccole aree dell'Appennino (Romagna Toscana), che sono 
fortemente influenzati da dialetti settentrionali. Attraverso uno studio condotto per  
l'Atlante Lessicale Toscano (l' ALT) (Simonetta Montemagni, 2007), si è ulteriormente 
dimostrato che la zona presa in esame in questa tesi è isolata linguisticamente rispetto al 
resto della regione. 
Studi recenti suggeriscono infatti una continuità linguistica tra gli abitanti attuali delle 
valli interne della Toscana nord-occidentale con le popolazioni che si stabilirono in 
questa zona in epoca pre-romana. Vi troviamo infatti l'esistenza di suoni cacuminali. I 
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suoni cacuminali sono una particolare pronuncia di – t – o – d – seguite da vocale, 
dovuta alla posizione della lingua che è leggermente piegata verso l'alto e batte contro la 
parete del palato e non contro gli alveoli. Le cacuminali presenti nell'area apuana, si 
trovano in maniera analoga anche in piccole zone del Comelico e della Val Zoldo 
(provincia di Belluno), in Corsica, in Sardegna, nei Paesi Baschi, in Sicilia, in Sardegna 
in Calabria e in Puglia; si presentano sempre in lingue molto arcaiche e gli studiosi la 
ritengono una caratteristica fonetica prelatina, che nell'area apuana si è mantenuta, 
probabilmente, come reazione lessicale nei confronti della lingua latina imposta dai 
conquistatori romani (Marcuccetti 2008). 
 
Attraverso lo studio della toponomastrica si è potuto ricostruire una mappa delle aree in 
cui sono sopravvissute sacche liguri dopo la conquista romana. Le tribù Liguri si 
spostavano periodicamente e durante questi movimenti si limitavano a chiamare gli 
elementi del paesaggio con i nomi comuni (il monte, il fiume...). Con il passare del 
tempo i nomi comuni divennero propri mantenendo lo stesso prefisso. Per esempio tra 
le poche radici sicuramente liguri, troviamo i tipici i suffissi "-asca" o "-asco", che sono 
una desinenza usata per indicare un villaggio, "-alp" prefisso riferito alle terre comuni, 
oppure "arno" riferito all'alveo di un fiume. (Marcuccetti 2008) 
 
Conclusione sulle evidenze storico-archeologiche e linguistiche: 
evidenze storico-archeologiche e linguistiche suggeriscono una continuità genealogica 
tra le popolazioni che attualmente abitano le valli interne delle Apuane e le popolazioni 
che si stabilirono in questa zona in epoca pre-romana.  
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1.3 Evidenze genetiche: la variabilità genetica 
1.3.1  I marcatori molecolari 
 
Negli ultimi anni lo studio della variabilità genetica delle popolazioni umane ha avuto 
un notevole sviluppo, e questo è stato molto utile per lo studio dei fenomeni macro e 
micro-evolutivi della specie umana nelle discipline antropologiche. Grazie alle 
informazioni ottenute si è potuto approfondire le conoscenze sull’origine dell’Uomo e 
sulla storia delle popolazioni attuali, evidenziando che nell’analisi delle piccole 
differenze contenute nel genoma umano si raccoglie un numero di informazioni 
potenzialmente enorme. Attraverso l’analisi del DNA (fonte di queste piccole 
differenze), trasmesso di generazione in generazione, sono state raccolte molte 
informazioni sul nostro passato. La variabilità genetica è data dal verificarsi delle 
mutazioni che sono di vario tipo e possono essere indagate con varie metodologie. 
Studiando i marcatori molecolari nel DNA delle attuali popolazioni, la loro frequenza 
ed i loro cambiamenti è possibile fare delle ipotesi sulla storia delle popolazioni. 
L’analisi filogeografica, cioè lo studio della distribuzione geografica delle frequenze 
alleliche dei marcatori molecolari, ci porta a fare conclusioni riguardo la storia delle 
popolazioni, ma è importante tenere conto del fatto che i dati genetici sono indipendenti, 
anche se spesso compatibili con i possibili scenari suggeriti da dati non genetici 
(Francalacci et al. 2003). Le informazioni ottenute vanno valutate insieme a quelle 
derivanti da altre discipline come la linguistica, l’archeologia, la storia e la geografia 
umana; possono fornire uno scenario in cui collocare ed interpretare i fenomeni 
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microevolutivi rilevati sui sistemi genetici in funzione della ricostruzione delle origini e 
della storia delle popolazioni. 
 
1.3.2 Polimorfismo a singolo nucleotide 
 
Un polimorfismo a singolo nucleotide (definito in inglese Single Nucleotide 
Polymorphism o SNP) è un polimorfismo, cioè una variazione a livello di una sequenza 
di acidi nucleici, che si presenta tra individui della stessa specie, caratterizzata da una 
differenza a carico di un singolo nucleotide (ad esempio se le sequenze individuate in 
due individui sono AAGCCTA e AAGCTTA, è presente uno SNP che differenzia i due 
alleli C e T). 
All’interno di una popolazione è possibile determinare una minor frequenza allelica, il 
rapporto tra la frequenza della variante più rara e quella più comune di un determinato 
SNP. Generalmente si osservano gli SNPs aventi minor frequenza allelica (minore dell’ 
1%), trascurando nelle analisi gli SNPs che per il loro elevato numero risultano poco 
maneggevoli. E’ importante notare che tra le popolazioni umane possono esistere 
variazioni notevoli; uno SNP molto comune in un determinato gruppo etnico può essere 
molto raro in un’altra popolazione. 
Gli SNPs costituiscono il 90% di tutte le variazioni genetiche umane. Gli SNPs con 
minor frequenza allelica, pari a circa l’1%, sono presenti ogni 100-300 paia di basi 
lungo l’intero genoma. In media due SNPs su tre vedono una variazione tra citosina e 
timina. 
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Sulla base degli SNPs trovati nei nostri campioni e in Boattini sono stati selezionati sia 
per il DNA mitocondriale che per il cromosoma Y gli aplogruppi rispettivamente nelle 
figure 1.8 e 1.9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1.8: Albero degli aplogruppi del DNA mitocondriale  
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Fig. 1.9: Albero degli aplogruppi del cromosoma Y  
 
Per quanto riguarda il DNA mitocondriale sono stati selezionati 31 SNPs, mentre per il 
cromosoma Y 47 SNPs. (L'albero si limita ad essere una semplice rappresentazione 
grafica degli aplogruppi presi in considerazione in questa tesi) 
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1.3.3  Marcatori genetici a trasmissione uniparetale 
 
Di particolare interesse sono i marcatori unilineari, cioè ad esclusiva trasmissione 
materna o paterna. L'analisi di marcatori genetici a trasmissione unilineare presenta 
notevoli vantaggi nello studio delle forze evolutive che hanno interessato le popolazioni 
umane. I marcatori di linea utilizzati nello studio sull'evoluzione umana sono: il DNA 
mitocondriale (mtDNA)  e il cromosoma Y. Questi tipi di marcatori presentano dei 
vantaggi (come per esempio il fatto di avere genomi aploidi cioè con un solo corredo 
genomico per cellula, il fatto di avere sia zone a lenta che ad elevata velocità 
mutazionale ed il fatto che entrambi i marcatori hanno un metodo di trasmissione simile 
fa sì che l'analisi dei dati possa essere confrontabile), ma anche qualche limite (ad 
esempio hanno tanti loci legati strettamente tra di loro che quindi vengono ereditati tutti 
insieme come se si trattasse di un solo locus, inoltre sono più soggetti a fenomeni 
stocastici come la deriva genetica) 
 
1.3.4 Il DNA  mitocondriale 
 
Il DNA mitocondriale (mtDNA) è una piccola molecola circolare (16569bp) a doppio 
filamento, non complessata con istoni, che si trova in migliaia di copie per cellula, 
all’interno dei mitocondri, gli organuli deputati alla respirazione cellulare. Le 
caratteristiche di questa molecola la rendono particolarmente adatta per gli studi di tipo 
evolutivo (Johonson et al. 1983; Cann et al. 1987); infatti a partire dagli anni ’80 ovvero 
da quando è stata interamente sequenziata (Anderson et al. 1981), si sono accumulate 
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numerose informazioni sulla variabilità di questo sistema genetico nelle popolazioni 
umane, che hanno condotto ad importanti risultati nella comprensione dell’evoluzione 
dell’Uomo e della storia delle popolazioni.   
 
Fig.1.10: Molecola circolare di mtDNA 
 
Il DNA mitocondriale è costituito da una regione codificante che presenta trentasette 
geni e codifica per tredici sub-unità proteiche del sistema di fosforilazione ossidativa, 
due RNA ribosomali (rRNAs) e ventidue RNA transfer (tRNAs), e da una regione non 
codificante, con funzioni di regolazione (di circa 1100bp) chiamata regione di controllo 
(D-loop) in cui sono comprese tre regioni ipervariabili (HVSI,  HVSII ed HVSIII).  
Fig.1.11: Segmenti HVRs del mtDNA 
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Il DNA mitocondriale viene ereditato esclusivamente per via materna (Hopkin 1999; 
Albert S. et. al., 1995) ed è esente da ricombinazione, ciò significa che se non si 
verificano mutazioni casuali la madre lo trasmette alla progenie inalterato. Le linee 
materne mostrano perciò la massima somiglianza tra individui imparentati per via 
materna, mentre man mano che si risale lungo l’albero genealogico la somiglianza 
diminuisce per l’accumularsi di mutazioni casuali. 
Le mutazioni che si verificano nel mtDNA sono per la maggior parte sostituzioni di 
base e delezioni, le prime sembrano essere sostanzialmente neutrali e sono quelle 
maggiormente considerate negli studi evolutivi, tuttavia sono considerate neutrali anche 
la variazione di lunghezza di un tratto poly (C) nella regione di controllo e la 
“delezione-9 bp” nella regione codificante, che deriva da un cambiamento nel numero 
di coppie di un motivo di 9 bp ripetuto in tandem (Jobling e Tyler Smith, 2004). 
Probabilmente questi marcatori non sono del tutto neutrali, poiché interessano regioni 
che codificano geni della catena respiratoria e che quindi possono essere suscettibili alle 
selezione (Excoffier e al. 1992; Mishmar et al. 2003; Pyle et al. 2005).  
A causa di diversi fattori che comprendono l’alta concentrazione di radicali liberi 
nell’ambiente mitocondriale, l’assenza di istoni e le modalità di replicazione, il tasso di 
mutazione del mtDNA è molto più elevato di quello del DNA nucleare: un alto tasso di 
mutazione permette di datare eventi evolutivi relativamente recenti e rappresenta quindi 
una caratteristica utile per lo studio dell’evoluzione umana. Le prime stime, ottenute 
confrontando il DNA umano con quello di altri primati, hanno messo in evidenza che il 
tasso di sostituzione nucleotidica del mtDNA è circa dieci volte superiore a quello del 
DNA nucleare (Brown et al. 1979).  
Il tasso di mutazione lungo la molecola non è uniforme. E’ stato stimato che, esclusa la 
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regione di controllo, il numero di sostituzioni per sito per anno è pari a 0.017 x 10-6 
(Ingman et al. 2000). 
 
1.3.5 Variabilità del DNA mitocondriale nelle popolazioni umane 
 
Mediante l'uso degli RFLPs (Johnson et al., 1983; Cann et al., 1987; Torroni et al. 
1996), indagati sia nella regione codificante che nella regione ipervariabile, ma anche 
attraverso il sequenziamento diretto e il confronto con la sequenza di riferimento CRS 
(Cambridge Reference Sequence) (Anderson et al, 1981; Horai et al., 1990; Anderson et 
al. 1999), è stato possibile individuare alcuni gruppi mutazionali neutrali più frequenti, 
condivise da linee mitocondriali che distinguono diversi aplotipi ed altre, meno 
frequenti, che rappresentano le mutazioni diagnostiche per la definizione di aplogruppi 
di linee mitocondriali, in cui gli aplotipi sono compresi. 
Attualmente sono disponibili numerose tecniche che permettono la tipizzazione dei siti 
polimorfici della regione codificante come ad esempio l’applicazione di Multiplex-PCR 
e Single Base Extension (Quintans et al. 2004) e si assiste inoltre ad una tendenza al 
sequenziamento dell’intero genoma (Ingman et al. 2000; Macaulay et al. 2005; Behar et 
al. 2006). 
Gli aplogruppi presentano una distribuzione geografica non casuale, continente-
specifica, che fornisce un quadro dei movimenti di popolazione che hanno portato alla 
colonizzazione delle aree continentali e riportano inoltre tutte le popolazioni umane ad 
una comune origine africana recente, in accordo con l’ipotesi “Out of Africa 2” 
(Stringer e Andrews, 1988). 
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Infatti, studiando le linee materne nelle popolazioni attuali, è stato possibile ricostruire a 
ritroso un albero genealogico che comprende tutta l’umanità e che giunge ad una 
antenata comune denominata “Eva mitocondriale” (Most recent Common Ancestor), 
che visse probabilmente in Africa tra 100.000 e 200.000 anni fa (Wilson e Cann 1992). 
Molti sono i consensi sull’ipotesi "Out of Africa 2" per l’origine dell’uomo moderno, 
resta tuttavia dibattuta la questione riguardante le rotte di migrazione. L’ipotesi per così 
dire tradizionale contempla la dispersione dell’uomo, dall’Africa sub-sahariana al 
continente eurasiatico, attraverso il così detto “corridoio levantino” (45.000 anni fa) 
(Stringer e Andrews, 1988), ma alcuni autori hanno ipotizzato che una prima via di 
dispersione dal corno d’Africa, (60 – 75.000 anni fa), sia stata quella lungo la costa 
meridionale dell’Oceano indiano verso l’Asia sud-orientale e l’Australia (Metspalu et 
al. 2004; Macaulay et al. 2005). 
L'albero filogenetico degli aplogruppi del DNA mitocondriale evidenzia che dal macro-
aplogruppo L si originano i subaplogruppi L1 ed L2, esclusivamente africani e 
l’aplogruppo L3 dà origine ai macro-aplogruppi M ed N, originatesi probabilmente in 
africa orientale da cui poi si sono diffusi fuori dal continente africano, in Eurasia e nelle 
Americhe (Quintana Murci et al. 1999; Salas et al. 2002). Gli Aplogruppi H, I, J, N1b, 
T, U, V e W sono caratteristici europei, gli aplogruppi A, B, C e D si trovano in Asia e 
nelle Americhe e gli aplogruppi G, Y e Z predominano in Siberia. L’aplogruppo X è 
stato riscontrato a basse frequenze in Africa settentrionale , in Europa, in Asia centrale e 
occidentale e in America, mentre non è presente in Siberia o in Asia orientale (Reidla et 
al. 2003). 
L'aplogruppo H ( il più comune in Europa) ha probabilmente avuto origine in Asia sud-
occidentale circa 20.000-25.000 anni fa; è un discendente dell'antico aplogruppo HV. é 
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stato portato in Europa dalle migrazioni avvenute 20.000-25.000 anni fa. La diffusione 
dei subcladi H1, H3 riflettono una seconda espansione intra-europea circa 13.000 anni 
fa. Il subclade H1 comprende una importante percentuale degli aplogruppi del mtDNA 
dell'Europa occidentale, raggiungendo il suo picco locale tra i contemporanei baschi 
(27,8%) e apparire ad una frequenza elevata tra gli iberici e nordafricani . La sua 
frequenza è superiore al 10% in molte altre parti d'Europa (Francia, Sardegna, Isole 
Britanniche, Alpi, grandi porzioni dell'Europa orientale) e, soprattutto, 5% in quasi tutto 
il continente. L'aplogruppo H3 è rappresentato in percentuale più bassa dell'aplogruppo  
H1, ma ha una distribuzione abbastanza simile, con picco tra i baschi (13,9%), galiziani 
(8,3%) e sardi (8,5%). La sua frequenza diminuisce verso il nord-est del continente. 
L'aplogruppo H5 è stato datato a circa 11.500 anni fa, è più frequente nel Caucaso  
occidentale, dove sembra avere avuto origine la sua subclade H5A è tipica Europea. Gli 
aplogruppi H2, H6, H8 sono piuttosto comune in Europa orientale e nel Caucaso. Gli 
aplogruppi H4, H7, H13 sono presenti in Europa ed in Asia occidentale, H13 è stato 
trovato anche nel Caucaso e H4 si trova spesso in Iberia, comunque sono piuttosto rari. 
H11 si trova comunemente in Europa Centrale, mentre H18 nella penisola Arabica. Gli 
aplogruppi H20 e H21 si trovano entrambi nella regione del Caucaso. H20 appare anche 
a bassi livelli nella penisola Iberica (meno dell'1%), penisola Arabica (1%) e del vicino 
Oriente (2%). (Achilli, 2004) 
Gli aplogruppi riflettono un’origine mitocondriale comune e lo studio dei loro rapporti 
filogenetici e della loro distribuzione può essere utile per stimare fenomeni di 
mescolamento conoscendo la direzione di migrazione delle popolazioni in determinate 
aree oppure per individuare “colli di bottiglia” dovuti alla colonizzazione di nuove 
regioni geografiche. Occorre tuttavia tenere presente che la storia degli aplogruppi non 
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coincide con la storia delle singole popolazioni in cui sono presenti e l’età di un 
aplogruppo non corrisponde all’età di una popolazione, perciò alla diffusione di ciascun 
aplogruppo non corrisponde necessariamente un singolo evento di migrazione. Quando 
una popolazione migra, porta con se gli aplogruppi in essa presenti, non uno soltanto e 
l’età di un certo aplogruppo nella stessa popolazione indica quando è avvenuta la 
mutazione che lo ha originato, non quando è avvenuta la migrazione (Pakendorf e 
Stoneking, 2005). 
 
Fig.1.12: Albero degli aplogruppi del DNA mitocondriale 
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1.3.6  Il cromosoma Y 
 
Il cromosoma Y è una molecola lineare di circa 60 Mb e fa parte del genoma nucleare 
ed è caratterizzato da una bassa densità di geni. 
Come il DNA mitocondriale viene definito “marcatore di linea” in quanto caratterizzato 
da una modalità di ereditarietà patrilineare essendo trasmesso pressoché per intero di 
padre in figlio, fanno eccezione solo le regioni distali (pseudoautosomiche) dove 
avviene ricombinazione con il cromosoma X. La porzione non-ricombinante del 
cromosoma Y (NRY) occupa il 95% ed è formata da eucromatina (codificante) ed 
eterocromatina (non-codificante). Questa caratteristica rende questo locus molto più 
informativo di quelli autosomici, può accumulare successive mutazioni senza che queste 
vengano “scombinate” da una generazione all’altra. NRY è la parte del cromosoma Y 
che non ricombina è la parte cioè che sarà ereditata in modo uniparentale, è lunga circa 
10-20 milioni di basi; vi è quindi molta più informazione sul cromosoma Y rispetto al 
mitocondriale. Nel cromosoma Y vi sono due tipi di marcatori, quelli a basso tasso 
mutazionale e i marcatori ad alto tasso mutazionale. I primi mutano molto lentamente e 
sono rappresentati dagli SNP e dagli indels (insersioni e delezioni), per la maggior parte 
dei casi sono polimorfismi biallelici, entrambi possono considerarsi eventi unici nella 
filogenesi del cromosoma Y, quindi può escludersi l’eventualità di mutazioni ricorrenti. 
Tra i marcatori ad evoluzione rapida si distinguono i Microsatelliti STR (Short Tandem 
Repeats) e Minisatelliti: sono inserzioni/delezioni di moduli omogenei ripetuti in 
tandem distinte in base alla lunghezza del motivo di base (2-5 bp e maggiori di 10 bp 
rispettivamente). Sono polimorfismi multiallelici con tasso di mutazione tra 10-2 e 10  - 3 
(Kayser et al, 2000). Presentano produzione ricorrente di alleli (omoplasia) e il modello 
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di mutazione associato è detto “stepwise” o ‘passo passo’ (Kimmel & Chakraborty, 
1996). Dagli SNPs e Indels, grazie alle caratteristiche del cromosoma Y e al tasso di 
mutazione estremamente basso, è possibile ricavare alberi filogenetici estremamente 
precisi e con risoluzione maggiore rispetto al mtDNA. Il set di alleli per i diversi loci 
SNPs lungo il cromosoma definisce un aplogruppo, inteso come un gruppo di 
cromosomi con una discendenza comune recente. 
Gli STR e Minisatelliti permettono invece di esplorare la variabilità all’interno delle 
linee del cromosoma Y, ricavandone anche stime dell’antichità sulla base della durata di 
ogni generazione e del tasso di mutazione (TMRCA, Time of the Most Recent Common 
Ancestor). Il set di alleli per i diversi loci STR lungo il cromosoma definisce un 
aplotipo. 
 
 
1.3.7 Variabilità del cromosoma Y nelle popolazioni umane 
 
La differenziazione geografica del cromosoma Y e il suo elevato numero di 
polimorfismi, lo rendono uno strumento molto utile per lo studio delle popolazioni 
umane (Hurles e Jobling, 2001). 
Il cromosoma Y presenta diversi tipi di polimorfismi che comprendono sostituzioni di 
base, inserzioni, delezioni, duplicazioni, inversioni e VNTR (variable number tandem 
repeat) ciascuno dei quali presenta tassi di mutazione differenti. 
I polimorfismi associati a tratti sequenza con un basso tasso di mutazione, in particolare 
le singole sostituzioni di base (SNP), ma anche piccole inserzioni o delezioni, della 
NRY sono abbastanza rare e possono essere considerati eventi unici nella storia 
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evolutiva dell'Uomo, il tasso di mutazione stimato è infatti di circa 2×10-8 per base per 
generazione (Thomson et al., 2000). Questi eventi mutazionali sono considerati molto 
rari nella storia evolutiva umana e per questo motivo sono ritenuti adatti per deduzioni 
di tipo filogenetico, inoltre se presenti in forma biallelica, lo stato ancestrale può essere 
dedotto attraverso il confronto con le sequenze di DNA corrispondenti delle grandi 
scimmie Antropomorfe (Jobling e Tyler-Smith 1995, 2004; Underhill et al., 1997). 
Mentre i microsatelliti (STRs) hanno un tasso di mutazione molto elevato, simile a 
quello osservato per gli STRs autosomici, ed è stata stimata una media totale pari a 
2,80×10-3 mutazioni per generazioni (Kayser et al., 2000; Jobling e Tyler-Smith, 2000, 
2003). Essi trovarono applicazione prevalentemente nell'analisi della variabilità interna 
alle linee aplotipiche determinate dalle combinazione allelica degli SNPs, che 
definiscono la filogenesi del cromosoma Y nelle popolazioni umane. In particolare sono 
utilizzati per datare i marcatori biallelici ed indagare aspetti della storia più recente. 
L'analisi dei polimorfismi biallelici in associazione con i microsatelliti permette 
un'analisi più approfondita della struttura delle popolazioni, con un approccio definito 
genealogico che unisce la stabilità filogenetica dei primi con l'elevata eterozigosità dei 
secondi. 
Seguendo un ordine gerarchico gli aplotipi sono raggruppati in linee monofiletiche dette 
aplogruppi, definiti dallo stato allelico dei marcatori biallelici, che mostrano una 
distribuzione non casuale nelle diverse aree geografiche e risultano dunque utili per fare 
delle inferenze sui fenomeni microevolutivi che hanno agito determinando la variabilità 
genetica attuale e che possono rivelare le tracce della storia delle popolazioni umane 
(Underhill et al., 2001; Jobling and Tyler-Smith, 2003), fornendo informazioni che 
permettono di ricostruire la storia evolutiva dell'uomo. 
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Il raggruppamento geografico è fortemente influenzato dalle abitudini culturali: la 
maggior parte delle popolazioni umane è patrilocale, ovvero è la donna a trasferirsi nel 
luogo di residenza del marito, anche se gli uomini si spostano di più nel corso della loro 
vita, tendono a tornare nella località di origine per riprodursi. Di conseguenza la 
maggior parte dei maschi vivono in prossimità del proprio luogo di nascita e questo fa 
aumentare la differenziazione locale del cromosoma Y. Nelle società con tendenza alla 
matrilocalità è stato osservata una differenziazione maggiore delle linee del DNA 
mitocondriale ed una riduzione per quelle maschili (Seielstad et al., 1998; Jobling and 
Tyler-Smith, 2003). 
Fig.1.13: Albero degli aplogruppi del cromosoma Y 
 
La radice dell'albero filogenetico del cromosoma Y (fig. 1.12) è localizzata tra la 
mutazione M91 che definisce l'aplogruppo A (dal quale derivano A1, A2 e A3). Le 
mutazioni M60/M181 definiscono l'aplogruppo B. Entrambi gli aplogruppi sono 
considerati i più antichi e si trovano soltanto nell'Africa Sub-Sahariana o in popolazioni 
con la stessa origine (l'aplogruppo A è più frequente tra i Boscimani, i Khung e i 
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Sudanesi, mentre l'aplogruppo B si trova maggiormente tra i Pigmei, i Biaka e gli 
Mbuti) (Jobling e Tyler- Smith, 2003). Ciò è in accordo con i dati paleontologici che 
suggeriscono che, durante il quinto stadio interglaciale (130-90.000 anni fa), le 
popolazioni umane si sono spostate attraverso l'Africa, da nord a sud del Sahara, 
raggiungendo anche l'Oriente (Lahar and Foley, 1998; Underhill et al., 2001). Poi circa 
70.000 anni fa ci fu un cambiamento climatico che portò ad una frammentazione 
ambientale ed a un isolamento di varie zone dell'Africa (Underhill et al., 2001). Ciò 
avrebbe portato ad acquisire una variabilità alle popolazioni dell'Africa che sarebbe 
stata diffusa dal continente africano. 
La mutazione M168 rappresenta la fuoriuscita dall'Africa dell'uomo moderno e 
caratterizza tutti i cromosomi maschili che non sono esclusivamente africani. 
Le mutazioni M168 e M294, assenti in A e B, definiscono tutti gli aplogruppi da C a R 
e sono datate antecedenti alla migrazione fuori dall'Africa, essendo presenti sia in 
Africa che al di fuori. 
Le mutazioni che caratterizzano gli aplogruppi D e E (M145, M203) si verificarono in 
Africa orientale più di 60.000 anni fa e quindi vennero portate fuori con le grandi 
migrazioni precoci. L'aplogruppo E rimase originariamente in Africa e le sue più alte 
frequenze si riscontrano in Africa Sub-Sahariana occidentale ed in Etiopia, mentre 
l'aplogruppo D è presente solo in Asia (soprattutto nell'Himalaya e in Giappone dove fu 
introdotto dai primi colonizzatori) ed è virtualmente assente in Africa (Spurdle et al., 
1994; Hammer e Horai, 1995; Hammer et al., 1997; Qian et al, 2000). Il subclade E1a è 
di origine africana e si disperse per tutto il Mediterraneo raggiungendo la frequenza del 
27% in Grecia. Anche E3b si trova nel sud-Europa ed occasionalmente in Pakistan ed in 
America (Hammer et al., 1994, 1997; Underhill et al., 2000, 2001). 
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Gli aplogruppi che discendono da F (mutazione M89) rappresentano circa il 90% della 
popolazione mondiale, ma si distribuiscono quasi esclusivamente fuori dall'Africa Sub-
Sahariana. Gli aplogruppi I e J (M170 e M304) vengono associati probabilmente ad 
un'ondata migratoria dal Medio-Oriente o dall'Asia occidentale a partire da 45.000 anni 
fa, che si è poi diffusa in Europa con l'uomo Cro-Magnon. L'aplogruppo G (M201), 
originatosi anch'esso in Medio-Oriente, o nel Caucaso o più a Est in Pakistan, intorno a 
30.000 anni fa, secondo alcuni studi potrebbe essersi diffuso in Europa nel Neolitico, o, 
data la sua forte discontinuità, già nel Paleolitico. L'aplogruppo K si originò 
probabilmente nell'Asia sud-occidentale e da lì si diffuse in Africa, Eurasia, Australia e 
Sud-Pacifico. 
L'aplogruppo L è localizzato principalmente nel sud dell'Asia.  
L'aplogruppo M è  prevalente nelle isole di Papua e Nuova Guinea. 
Gli aplogruppi N e O comparvero circa 35-40.000 anni fa in Asia centrale; l'aplogruppo 
N si originò probabilmente in Mongolia, ed è il gruppo più comune tra i popoli uralici; 
mentre l'aplogruppo O si trova più frequentemente in estremo Oriente e Oceania.  
L'aplogruppo P sembra essersi evoluto nell'Asia centrale o nella regione di Altai. 
Anche l'aplogruppo Q si originò nell'Asia centrale, migrò verso est e raggiunse 
l'America del nord attraverso lo stretto di Bering. 
L'aplogruppo I si ritiene che si sia originato in Europa prima dell'ultima glaciazione ed è 
abbastanza frequente tra gli Scandinavi, i Sardi e nelle popolazioni balcaniche. 
Tutti gli aplotipi afferenti all'aplogruppo R condividono la mutazione M207 e possono 
essere suddivisi in due principali linee evolutive: R1a e R1b. La R1a potrebbe essersi 
originata nelle steppe euroasiatiche a nord del Mar Caspio e del Mar Nero; è associato 
alla cultura Kurgan, nota per la domesticazione del cavallo (circa 5.000 anni fa); questa 
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linea è attualmente presente in Asia centrale e occidentale, India e nelle popolazioni 
slave dell'Europa orientale. La linea Rb1 è la più comune nelle popolazioni europee. Si 
è originata prima della fine dell'ultima glaciazione e si è concentrata nei rifugi del sud-
Europa per poi riespandersi verso nord con il progressivo mitigarsi del clima a partire 
da 14.000 anni fa. David K. Faux ha ipotizzato che la mutazione S28 (marcatore U152), 
che ha dato origine ad un subclade di Rb1, possa essere associata in maniera non 
esclusiva alla popolazione celtica del'arco Alpino. Alcuni studi hanno identificato 
l'esistenza di un sottoclade a livello dell'arco Alpino localizzato nell'italia nord 
occidentale chiamato S28/U152 il quale suggerisce l'esistenza di un nucleo di 
dispersione aplotipica proprio della penisola italiana a livello delle Alpi, comprendente 
il nord-ovest italiano a partire dal 1200 a.C., tuttavia non è ancora stata identificata la 
prima area geografica nella quale sia comparso tale marcatore. Questa subclade 
dell'aplogruppo R1b è la più comune nella penisola italiana (26,8% Area alto Tirrenica, 
24,1% Bologna e provincia, 18,6% Nord-Ovest, 5,5% Nord-Est, 11,7% Centro, 5,1% 
Sud, 5,7% Sicilia, 7,3% Sardegna da Boattini et al 2013 ) e nelle isole di Sardegna e 
Corsica. 
 
1.3.8 Studi sul DNA antico 
 
Dalla letteratura sul DNA antico abbiamo ricavato gli aplogruppi riconducibili agli 
antichi liguri per poterli confrontare con gli aplogruppi presenti nelle popolazioni 
attuali. 
Dal sito di Damso in Danimarca, datato circa 2200 a.C., appartenente alla cultura Bell 
Beaker, sono state recuperate due sequenze di DNA mitocondriale appartenenti agli 
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aplogruppi U4 e U5a2a (Melchior et al., 2010). Mentre da un cimitero a Kromsdorf, in 
Germania centrale (anche questo appartenente alla cultura Bell Beaker), sono stati 
rinvenuti 8 scheletri datati 2600-2500 a.C., da cui sono state ottenute 6 sequenze di 
mtDNA, a cui sono stati attribuiti gli aplogruppi: U2e, U5a1, T1a, K1, I1 e W5a; mentre 
per il cromosoma Y è stato possibile ottenere solo due sequenze, a cui sono stati 
attribuite ad entrambi l'aplogruppo R1b. 
Ricapitolando per la cultura Bell Beaker: 
Sito in Danimarca Aplogruppi mtDNA: U4, U5a2a 
Sito in Germania - Aplogruppi mtDNA: U2e, U5a1, T1a,       
K1, I1 e W5a 
- Aplogruppi cromosoma Y: R1b 
 
Dal sito archeologico di Lichtenstein Cave vicino Dorste nella bassa Sassonia in 
Germania, sono stati rinvenuti i resti di scheletri di 21 donne e 19 uomini risalenti 
all'Età del Bronzo, insieme ad oggetti appartenenti alla cultura Urnfield.  Felix Schillz 
(2006) dell'Università di Gottingen, è riuscito ad estrarre DNA da 35 scheletri ed  è 
riuscito a classificarli in base agli aplogruppi determinati usando STR per il cromosoma 
Y e HVRI per il DNA mitocondriale. 
Per il cromosoma Y è stato trovato: 
I2b2 11 campioni 
R1a 2 campioni 
R1b 1 campione 
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Per il DNA mitocondriale è stato trovato: 
H 16 campioni 
J (J1)  5 campioni 
T2 5 campioni 
U 8 campioni 
Come è ben noto il DNA antico ha dei grossi limiti tecnici legati sia alla degradazione 
che alla contaminazione. 
Comunque i sito rimane un'importante testimonianza della cultura Bell Beaker e di 
Hallstat e della possibile diffusione degli aplogruppi in quel periodo. 
 
1.3.9 La mutazione R-S28/U152 
 
In genetica delle popolazioni l'aplogruppo R1b è il più frequente aplogruppo del 
cromosoma Y presente in Europa occidentale, parte dell'Eurasia centrale e dell'Africa 
centrale sub-Sahariana; è inoltre presente con basse frequenze nell'Europa dell'Est, Asia 
occidentale. É definito dalla mutazione puntiforme R-M343, scoperta nel 2004 
(Roseman et al.).  
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Fig.1.14: Mappa della densità dell'aplogruppo R1b in Europa (http://www.eupedia.com/) 
Dall'aplogruppo R1b si sono originati vari subcladi: l'Europa occidentale è dominata dal 
ramo R1b1b2 definita dal marker M-269 (polimorfismo a carico di un unico nucleotide, 
SNP). 
L'aplogruppo R1b1b2a1b4, definita dal marker S28/U152, è una sottolinea della R-
M269. Questo subclade viene definito da una mutazione puntiforme neutra, nello 
specifico una transizione, dove una adenina ancestrale viene sostituita da una guanina 
derivata nella porzione non ricombinante del cromosoma Y (EthnoAncestry, 2005; Sims 
et al., 2007). 
La mutazione R-U152 può essere definita la "mutazione italiana", in quanto si riscontra 
con elevate percentuali nel nostro stato per poi diminuire dal suo centro di massima 
presenza verso la periferia. 
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Fig.1.15: Mappa della densità dell'aplogruppo R-S28 in Europa (http://www.eupedia.com/) 
 
Hg Italy % I II III IV V VI VII VIII 
R1b 5 0,57 0,0 1,4 0,0 0,0 1,3 0,0 1,4 1,2 
R1b1a 2 0,23 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,4 
R1b1b2 61 6,90 4,3 6,8 6,9 6,5 6,5 8,1 9,2 6,1 
R1b1b2a1 1 0,11 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 
R1b1b2a1a 16 1,81 1,9 1,4 0,0 3,3 1,3 1,5 2,8 0,0 
R1b1b2a1a4 16 1,81 1,2 4,1 3,4 0,8 1,3 2,0 2,8 0,0 
R1b1b2a1b 50 5,66 12,4 5,5 6,9 4,9 7,8 3,0 3,5 1,2 
R1b1b2a1b3 5 0,57 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,7 1,2 
R1b1b2a1b4 107 12,10 18,6 5,5 24,1 26,8 11,7 5,1 5,7 7,3 
R1b1b2a1b4c 59 6,67 12,4 12,3 6,9 10,6 7,8 2,5 1,4 2,4 
R1b1b2a1b4c1 5 0,57 1,2 1,4 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 
R1b1b2a1b5 15 1,70 1,9 0,0 10,3 1,6 0,0 1,5 2,8 0,0 
Tab.1.1: Percentuali dell'aplogruppo R1b e dei suoi sottogruppi ritrovati nella penisola italiana (Boattini 
20013). Evidenziato l'aplogruppo R-28. L'italia è stata suddivisa in macroaree (I=Italia Nord-Occidentale, 
II=Italia Nord-Orientale, III=Bologna e provincia, IV=Area Alto-Tirrenica, V=Italia Centrale, VI=Italia del 
Sud, VII=Sicilia, VIII=Sardegna) 
 
In tabella 1.1 sono riportate le percentuali dell' aplogruppo R1b e dei suoi vari 
sottogruppi tratti dall'ultimo lavoro di Boattini (2013). Evidenziato l'aplogruppo R-
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U152 di cui possiamo notare un'alta percentuale nell'Area Alto Tirrenica e nella 
provincia di Bologna. 
 
Fig.1.16: Mappa della migrazione dell'aplogruppo R1b nel Neolitico e nell'Età del Bronzo 
(http://www.eupedia.com/) 
 
Si ritiene che R1b si sia originato in Eurasia, molto probabilmente in Asia occidentale a 
partire da circa 18 500 anni fa, le prime tracce certe dell'aplogruppo R1b si ritrovano nel 
Caucaso a partire dal Neolitico, poi vi fu un'espanzione verso nord, dove nell'antica Età 
del Bronzo si ha la prima comparsa dell'aplogruppo R1ba2 (M-269).  
A partire dal 1300 a.C. una nuova cultura si sviluppò intorno alle Alpi: la cultura dei 
campi di Urne evoluta poi in cultura Hallstatt. I Celti Alpini sono associati alla 
mutazione R-S28/U152, si suppone che questo ramo sia entrato in Italia nel XII sec a.C. 
La mutazione R-U152 si suppone abbia raggiunto elevate frequenze nel nostro paese 
per effetto della deriva genetica dopo un'ondata di diffusione durante il periodo 
Urnfield; oppure si suppone ci siano state due ondate successive (una durante il periodo 
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Urnfield e l'altra nel periodo di transizione Bronzo/Ferro) che avrebbero diffuso e 
ampliato la sua distribuzione nel nostro paese. 
 
Fig. 1.17: Diffusione dell'aplogruppo R-S28/U152 nel XIII-IV sec a.C. (http://www.eupedia.com/) 
 
 
 
Conclusione sulle evidenze genetiche: 
evidenze genetiche legate a certi aplogruppi che per origine, patterns di diffusione e 
presenza in popolazioni scheletriche del Bronzo europeo sono associabili alle tribù che  
si stabilirono nell’area “ligure” in epoca pre-romana, possono essere utilizzate per 
definire  traccianti a trasmissione uni-parentale della deportazione dei Liguri Apuani. 
Segue tabella degli Hg mt e msy candidati: 
mt DNA H (H*,H1,H3,H5) 
MSY R1b (R-U152), R1a, I2b2 
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1.4 Obiettivi  
In questa tesi si cerca di verificare l'ipotesi di una continuità genetica tra le popolazioni 
che attualmente abitano le valli dell'Area Apuana con gli abitanti di Circello, piccolo 
paese dell'Alto Sannio dove nel 180 a.C. e nel 155 a.C. vennero effettuate due 
deportazioni di circa 40.000 e 7.000 Ligures Apuani ad opera dei Romani. 
Questa ipotesi storica è stata testata attraverso la caratterizzazione genetica del DNA 
mitocondriale, prelevato da campioni scelti, ed è poi stata confrontata con i pattern 
osservati per i polimorfismi della regione non ricombinante del cromosoma Y. 
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2.1 Il campionamento 
 
Il materiale oggetto di questa tesi è rappresentato da DNA estratto dalle cellule della 
mucosa boccale, appartenente a 50 individui che abitano nella zona Alto-Tirrenica delle 
Alpi Apuane e a 27 individui che abitano nel Sannio, e precisamente 18 individui di 
Vagli e 10 individui di Arni (zona nord-orientale delle Alpi Apuane), 12 individui di 
Terrinca e 10 individui di Pruno (zona sud-occidentaledelle Alpi Apuane), 27 individui 
di Circello (Comune dell'Alto Sannio). Tutti i donatori volontari sono stati selezionati 
sulla base del cognome fondatore, cioè che doveva corrispondere ad uno dei cognomi 
più comuni della zona e che risultano presenti nei registri degli atti matrimoniali fin 
dalla fondazione delle parrocchie. Tutti i donatori hanno dato il loro consenso informato 
all’utilizzo dei dati derivanti dall’analisi del DNA in forma anonima (vedi Appendice), 
secondo quanto previsto dalla legge n. 675 del 31 dicembre 1996 (tutela delle persone e 
di altri soggetti rispetto al trattamento dei dati).  
Le cellule della mucosa boccale sono state estratte utilizzando degli appositi spazzolini 
sterili, sfregando all’interno della guancia e sulle gengive e scuotendo poi lo spazzolino 
dentro una provetta da 1,5 ml riempita precedentemente con soluzione fisiologica 
(fig.3.1). Le provette poi sono state adeguatamente chiuse e siglate in modo anonimo 
(es. per gli individui dell'Area Apuana: AR1-13 per gli individui di Arni, TE1-14 per gli 
individui di Terrinca, PR1-10 per gli individui di Pruno e V1-25 per gli individui di 
Vagli, mentre per gli individui dell'Alto Sannio: CC1-33 per gli individui di Circello ). I 
campioni sono stati poi trasferiti dentro un frigorifero-portatile presso il Laboratorio di 
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Antropologia Molecolare dell’Università di Pisa e lì conservati alle opportune 
temperature. 
 
Fig.2.1 : Spazzolino e provetta usati per il campionamento 
 
2.2 Metodi molecolari 
 
2.2.1 Estrazione del DNA dalle cellule della mucosa boccale 
 
Per l’estrazione di DNA dalla mucosa boccale è stato usato il Kit Micromix 200 Talent. 
Si può estrarre DNA genomico seguendo i seguenti passaggi: 
1. Le provette vengono centrifugate per 5-10 minuti al massimo. Dopodichè viene 
tolto il surnatante e conservato solo il pellet. 
2. Si agita il Lysis Buffer fino a che la matrice non è completamente risospesa e si 
aggiunge al campione 500 µl di soluzione, facendo attenzione ad aliquotare la 
giusta quantità data la viscosità della soluzione. 
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3. Si agita bene invertendo più volte la provetta per assicurarsi che il pellet si 
mescoli con il buffer di lisi. 
4. Le provette vengono incubate in un bagno pre-riscaldato ad una temperatura di 
50-60° C per 4 minuti. Alla fine dell’incubazione le provette vengono invertite 
diverse volte (circa 10 o più) affinchè avvenga il completo aggancio del DNA 
alla resina. Intanto, mentre i campioni sono sottoposti alla fase di lisi, si possono 
preparare filtri all’interno di tubi da 2 ml, forniti di apposito cappuccio. 
5. Alla fine dell’incubazione il pellet disgregato, viene trasferito tutto nel filtro, si 
chiude il tappo e si centrifuga a 12500 x g (14000 rpm) per un minuto. Alla fine 
della centrifuga il filtro trattiene legato a sé il DNA e la matrice, mentre il 
filtrato contiene proteine ed altri contaminanti. 
6. Si scarica il filtrato e si aggiunge ad ogni filtro 500 µl di Buffer Washing A. Si 
chiudono i tappi, si voltexa per alcuni secondi e poi si dispongono i campioni 
nella centrifuga a 12500 x g, per 20 secondi. 
7. Si scarica il filtrato e si aggiunge ad ogni filtro 500 µl di Buffer Washing B ( a 
cui è stato aggiunto etanolo precedentemente). Si chiudono i tappi, si voltexa per 
alcuni secondi e poi si dispongono i campioni nella centrifuga a 12500 x g, per 
20 secondi. 
8. Si ripete quest’ultimo lavaggio con il Buffer B per assicurarsi della completa 
rimozione di detergenti cationici. Si scarica il filtrato facendo attenzione a non 
bagnare il filtro. 
9. STEP OPZIONALE: per rimuovere tutte le tracce di sali che si trovano nei 
campioni si lava di nuovo il filtro con 500 µl di etanolo al 70-80% e si centifuga 
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a 12500 x g per 20 secondi. Questo passaggio può aumentare la resa del 20% 
circa. 
10. Per raccogliere il DNA si usano dei nuovi tubi da 2 ml: si mettono i filtri nei 
nuovi tubi e si aggiunge ad ognuno 200 µl di acqua sterile (preriscaldata a 65-
70°C ). Si voltexano le provette, senza tapparle, fino alla completa risospensione 
della resina e poi si lasciano a temperatura ambiente per 1-5 minuti per 
permettere la completa risospensione del DNA. Si voltexa di nuovo per alcuni 
secondi, si chiude il tappo e poi si centrifuga a 12500 x g per 20 secondi.  
11. Si scarta il filtro e si recupera il DNA risospeso nel tubo. 
12. Il DNA così ottenuto viene conservato nelle provette in frigo alla temperatura di 
5°C. 
Tutti i passaggi sono stati effettuati in condizioni sterili (sotto cappa di aspirazione, 
muniti di camice, di guanti in lattice monouso e gli strumenti utilizzati sono stati 
sterilizzati sotto una lampada a raggi UV) evitando ogni possibile contaminazione 
esterna o da parte di chi ha eseguito l’operazione. 
 
2.3 Analisi del DNA mitocondriale 
 
Il DNA così estratto da ogni campione è stato utilizzato per analizzare la regione 
ipervariabile I e parte della regione ipervariabile II all’interno della zona non 
codificante del DNA mitocondriale. Inizialmente è stata amplificata, mediante PCR 
(vedi appendice), l’intera regione HVRI e HVRII con i primers L15564 e H429 (10µm), 
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poi è stata sequenziata solo la parte più informativa ossia l’intera regione HVRI e parte 
della HVRII con i primers L15996 e H155 (3.2 µm). 
2.3.1 Reazione di amplificazione   
Il DNA di tutti i campioni inizialmente è stato utilizzato per l’amplificazione (mediante 
PCR) dell’intera regione HVRI e HVRII con i primers L15564 e 464R (10 µm). La 
reazione di amplificazione è stata eseguita con una miscela di reazione contenente i  
componenti elencati nella tabella 3.1, nelle proporzioni descritte.  
Il volume totale di ogni singola provetta sarà di 50 µl. Viene prima preparata una 
provetta con una mix contenente tutti i vari componenti (tranne DNA), poi questa viene 
suddivisa nelle varie provette in aliquote di 40 µl ciascuna a cui successivamente viene 
aggiunto un volume di DNA pari a 10 µl, raggiungendo così il volume finale.  
Ogni singola operazione è stata eseguita sotto cappa di aspirazione, con camice e 
indossando guanti monouso, gli strumenti utilizzati sono stati sterilizzati 
precedentemente sotto una lampada a raggi UV.  
MISCELA DI REAZIONE CONCENTRAZIONE FINALE µl  
H2O sterile 21,30 
Polimerasi 1,2 
Buffer 10X 30  
Deossinucleotidi (dNTP) 48 
Primer  L15564 4,5 
Primer  464R 4,5 
MgCl2 24 
DNA 10 
Volume finale 50 
Tab. 3.1 : Esempi di concentrazioni usati per la miscela di reazione. 
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Una volta preparata la miscela di reazione col DNA in ogni singola provetta, queste 
vengono siglate e sistemate nella macchina per la PCR, e vengono sottoposte ai seguenti 
cicli: 
PRE-PCR: 
 95° C per 8’ 
CICLI: 
 95° C per 30’’ 
 55° C per 30’’                                
 72° C per 10’ 
 
 95° C per 30’’ 
 55° C per 30’’     
 72° C per 130’’ 
 
 72° C per 10’ 
 
  4 °C→∞     
 
2.3.2 Prima purificazione degli amplificati 
 
L’amplificato è stato successivamente purificato utilizzando il GenEluteTM  PCR Clean-
Up Kit (SIGMA-ALDRICH), secondo i seguenti passaggi: 
N = 2 
N = 35 
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 Inizialmente sono state posizionate delle colonnine, contenenti una resina come 
filtro, dentro a tubi di 2 ml, ed è stato aggiunto sul filtro di ogni colonnina 500 µl 
di Column Preparation Solution. Si centrifuga il tutto a 12.000 x g per circa 1 
minuto, dopodiché viene scartato il filtrato e mantenuta la colonnina dentro il 
tubo. 
 Si aggiungono 250 µl di Binding Solution ad ogni provetta contenente il nostro 
DNA amplificato, si mescola bene il tutto e si trasferisce dentro la colonnina, 
facendo attenzione a centrare bene il filtro. Si centrifuga a velocità massima 
(12.000-16.000 x g) per 1 minuto. Poi si scarta il filtrato e si mantiene la 
colonnina dentro il tubo. 
 Si aggiunge 0,5 ml di Wash Solution (a cui precedentemente era stato aggiunto 
etanolo) ad ogni filtro, si centrifuga alla massima velocità per 1 minuto e poi si 
scarta il filtrato mantenendo sempre la colonnina. 
 Si riposiziona la colonnina nello stesso tubo e si sottopone ad una nuova 
centrifuga sempre a velocità massima  per 2 minuti per rimuovere l’etanolo in 
eccesso. Si scarta il filtrato e il tubo. 
 Si trasferisce la colonnina in un nuovo tubo da 2 ml e si aggiunge 50 µl di 
Elution Solution al centro di ogni filtro. Si lascia incubare alla temperatura della 
stanza per circa 1 minuto. 
 Per ottenere il DNA si centrifuga ogni tubo alla massima velocità per 1 minuto. 
Il prodotto amplificato dalla PCR è ora presente nel filtrato ed è pronto per 
essere usato immediatamente o conservato ad una temperatura di −20°C. 
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2.3.3 Visualizzazione degli amplificati su gel 
 
Per valutare la resa e la specificità, i prodotti amplificati vengono visualizzati mediante 
elettroforesi su gel d’agarosio. La tecnica prevede l’utilizzo di un gel con due file di 
pozzetti (noi abbiamo utilizzato un gel con due file da 11 pozzetti ciascuna) dove 
vengono caricati i campioni amplificati. Il gel viene poi posizionato in una vaschetta 
elettroforetica su un supporto rigido e completamente immerso in una soluzione 
tampone di TAE 1X (Tris acetato 0.04 M; EDTA pH 8, 0.001 M). Due elettrodi posti ai 
lati del supporto, collegati  ad una sorgente di corrente continua, pescano direttamente 
nella soluzione tampone. Quando tra i due elettrodi viene applicata una differenza di 
potenziale si genera un gradiente di potenziale elettrico, in presenza del quale qualsiasi 
sostanza dotata di carica elettrica migrerà lungo il gel con una direzione ed una velocità 
dipendenti dalla tensione applicata, dal segno e dalla grandezza della carica, dalle 
dimensioni dello ione e dal pH del tampone utilizzato.  
La velocità di migrazione è data dalla formula:  
                                                                   
 ܸ = ா௤
௙
 
 Dove f  rappresenta la forza di attrito nel gel che si oppone al movimento delle 
molecole rallentandole, mentre Eq è la tensione applicata ai due capi del dispositivo. 
Tale velocità è direttamente proporzionale alla carica elettrica ed inversamente 
proporzionale alla massa dello ione.  
Per esperimenti di questo studio è stata applicata la tensione di 80 V (400 mA) per una 
durata di 30 minuti.  
Il DNA amplificato viene appesantito con una soluzione glicerata contenente blu di 
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bromofenolo e xilene cianolo, coloranti che fungono da tracciante del fronte di 
migrazione, consentendo di seguire la regolarità della corsa. In un pozzetto 
(generalmente quello centrale), per ogni fila, viene caricato anche un marker di massa 
(AmpliSizeTM Molecular Ruler 50-2000 bp Ladder ), contenente 10 tipi di frammenti di 
peso molecolare definito e lunghezza nota, da 50 fino a 2000 bp, concentrati 10 
ng/banda/µl.  
Una volta caricati, il DNA, sottoposto all’azione del campo elettrico, inizia a migrare 
verso il polo positivo in virtù della sua carica negativa.  
La concentrazione di agarosio è scelta in funzione delle dimensioni delle molecole da 
separare. In questo caso il gel è stato preparato con agarosio a basso punto di fusione 
Nu-Sieve (FMC), in modo da poter raggiungere una concentrazione del 2% per la 
visualizzazione dei prodotti amplificati e purificati.  
Il gel viene preparato sospendendo l’agarosio in polvere in un tampone acquoso di TAE 
50X, bollendo la miscela fino ad ottenere una soluzione limpida e lasciandola 
raffreddare a temperatura ambiente su un supporto rigido. Due pettini di plastica 
vengono posizionati nella soluzione, cosi da formare i pozzetti per il caricamento dei 
campioni, e tolti a raffreddamento ultimato.  
A questo punto può avvenire il caricamento. Abbiamo caricato 10 µl di DNA 
amplificato mescolato a 10 µl di marker.  
Fig.2.2: caricamento dei campioni su gel e cella elettrolitica( www.zanichelli.it/.../Labo/Labo_42_F.htm) 
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Durante la corsa elettroforetica il gel funziona come un setaccio, facendo rimanere  
indietro i frammenti più grandi e pesanti mentre quelli più piccoli e meno ingombranti 
migrano più velocemente verso il polo opposto. Lo scopo è infatti quello di separare i 
frammenti in base allo loro grandezza e constatare con apposito marker di confronto che 
rientrino nel range previsto.  
I prodotti amplificati sono evidenziati con bromuro di etidio, sostanza intercalante il 
DNA che assorbe nell’ultravioletto (312 nm) ed emette nel visibile (giallo-verde). I 
frammenti di DNA legati al colorante, dopo essere stati esposti ai raggi UV di un 
transilluminatore, appaiono come una serie di bande luminose la cui intensità è 
proporzionale alla concentrazione dell’amplificato. Le bande vengono confrontate con 
quelle parallele al marker standard (caricato anch’esso in uno dei pozzetti, generalmente 
centrale) che funziona come un righello graduato consentendoci di stimare il peso 
molecolare e la lunghezza dei nostri frammenti.   
 
Fig.2.3: Visualizzazione del gel su trans illuminatore (it.wikipedia.org/wiki/Elettroforesi_su_gel_di_agarosio) 
 
2.3.4 Reazione di sequenza 
 
La reazione di viene effettuata con il kit ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing (versione 1.1, Applyed Biosystem). 
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È stata sequenziata solo la parte più informativa del DNA mitocondriale amplificato, e 
cioè l’intera regione HVRI e parte della regione HVRII, con i seguenti primer L15996 e 
H155 (3,2 µm). 
Vengono preparati i vari componenti secondo le proporzioni riportate nelle tabelle 3.2 e 
3.3.    
 
MISCELA DI REAZIONE CONCENTRAZIONE FINALE µl 
 
H2O sterile  4 
Big Dye Terminator mix (*) 4 
Buffer 5X 4 
Primer L15996 (forward) 1 
DNA 10 
Volume finale 23 
Tab. 3.2: Esempi di concentrazioni che usati per la miscela di reazione di sequenza.  (*)Taq Polimerasi e i 
quattro deossinucleotidi marcati con diversi flurocromi. 
 
MISCELA DI REAZIONE CONCENTRAZIONE FINALE µl 
 
H2O sterile  2 
Big Dye Terminator mix (*) 4 
Buffer 5X 4 
Primer H155 (reverse) 1 
DNA 12 
Volume finale 23 
Tab. 3.3: Esempi di concentrazioni usati per la miscela di reazione di sequenza.  (*)Taq Polimerasi e i quattro 
deossinucleotidi marcati con diversi flurocromi. 
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Anche per la reazione di sequenza sarà prima preparata una mix, che successivamente 
sarà suddivisa in ogni provetta in base al volume di DNA utilizzato: 13 µl per i 
campioni il cui volume di DNA è 10 µl, e 11 µl per quei campioni che hanno un volume 
di DNA pari a 12 µl. Il volume di DNA è determinato dall’intensità delle bande 
visualizzate dopo elettroforesi. Complessivamente il volume della miscela (composta da 
DNA e mix) in ogni singola provetta sarà pari a 23 µl.  
Una volta preparate le provette vengono siglate e messe nella macchina della PCR e 
sottoposte ad un nuovo ciclo. 
 
2.3.5 Seconda purificazione  
 
Il prodotto della PCR viene sottoposto ad una seconda purificazione, mediante 
colonnine SigmaSpinTM Post-Reaction Clean-Up. Tali colonnine vengono conservate ad 
una temperatura di 2-8°C, sono caratterizzate da una matrice di gel in policriammide 
sospesa in un Tris buffer a pH 7.4, quindi prima del loro utilizzo è consigliabile tenerle 
per circa 15 minuti a temperatura ambiente, dopodiché si può togliere il tappo facendo 
attenzione che non si formino bolle di aria. Poi si può proseguire alla purificazione della 
sequenza secondo i seguenti passaggi: 
 Le colonnine vengono inserite in specifici tubi (da 2 ml) per microcentrifuga, 
forniti dal kit e viene centrifugato a 2.000 x g per 2 minuti. Si scarta sia il filtrato 
che il tubo. 
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 Vengono posizionate le colonnine in nuovi tubi (sempre da 2 ml) e viene 
caricato il DNA amplificato al centro del gel di ogni colonnina.  
 Viene poi effettuate un’ulteriore centrifuga a 2.000 x g per 4 minuti, il filtrato 
ottenuto contiene il nostro DNA purificato. 
Prima di portare i nostri campione al sequenziatore, viene fatto un’ulteriore passaggio: 
 In nuove provette da 0,5 ml, 10 µl di purificato finale viene aggiunto a 10 µl di 
formammide, e affinchè avvenga la denaturazione vengono sottoposte le 
provette ad una temperatura di 94°C (mediante il programma “Hot” della 
macchina per la PCR) per circa 2,5 minuti. 
Poi vengono messe le provette per circa 3 minuti in frigo ad una temperatura di 
−20°C (affinchè le due eliche di DNA non si riappaiano), ed infine possono 
essere conservate ad una temperatura di 2°C . 
 
2.3.6 Analisi al sequenziatore 
 
Il sequenziamento automatico è stato eseguito mediante ABI PRISM 310 
GeneticAnalyser composto da un’unità di elettroforesi e di lettura, un computer Power 
Macintosh G3, una stampante a colori e il software GeneScan Analysis.  
CAPITOLO 2 MATERIALI E METODI 
57 
Fig.2.4: Sequenziatore ABI PRISM 310  (http://www.ba.itb.cnr.it/bighome/ita/Foto_lab.htm)  
Questi strumenti collegati assieme offrono un’analisi completamente automatizzata del 
DNA molecolare, consentendo in questo caso la lettura della sequenza.  
Il sequenziatore ABI PRISM 310 è costituito da un’elettroforesi capillare al termine 
della quale i campioni vengono raggiunti da un raggio laser che incide 
perpendicolarmente ad essi. 
 I coloranti fluorescenti con i quali sono stati marcati i campioni, eccitati dal laser, 
emettono segnali fluorescenti che sono rilevati da una camera digitale in grado di 
trasmetterli ad un computer collegato.  
Durante la corsa elettroforetica il software GeneScan controlla la strumentazione e 
l’impostazione dei parametri elettroforetici come il pH, l’intensità della corrente, la 
temperatura.  
Nell’analisi vengono utilizzati dei coloranti fluorescenti che hanno loro massima 
emissione fluorescente in un preciso range di lunghezza d’onda, ad esempio il dR110 
emette fluorescenza alla lunghezza d’onda più corta, seguito da dR6G, dTAMRA ed 
infine dROX. I frammenti, che hanno carica negativa, sono quindi sottoposti al campo 
elettrico dell’elettroforesi, che li separa facendoli scorrere attraverso dei capillari in 
direzione di un polo positivo. Poiché i frammenti più corti sono anche quelli più veloci, 
il loro ordine finale riflette le dimensioni individuali e i frammenti interi, grazie alla 
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presenza dei nucleotidi terminatori, i ddNTP, marcati, possono così essere letti come la 
sequenza originaria alla rovescia. La luce laser attiva i marcatori fluorescenti mano a 
mano che i frammenti scorrono attraverso uno strumento rilevatore, producendo un 
tracciato finale colorato che è tradotto in una sequenza.  
La sequenza nucleotidica elaborata dal sequenziatore è stata allineata e confrontata con 
la CRS (Cambridge Sequenze Reference, Anderson, 1981; Andrews 1999) dalla 
posizione nucleotidica 16024 alla 16383, utilizzando il software DNA Alignment, 
(www.flexus-engineering.com) per assegnare lo stato allelico ai siti polimorfici e quindi 
verificare la presenza o meno di mutazioni lungo la sequenza studiata.  
  
Fig.2.5: Particolare della sequenza di DNA vista al computer (www.fieldmuseum.org/.../pritzker/about.html) 
 
2.3.7 Reazione di estensione di una singola base (SBE) e minisequenziamento 
 
Per individuare gli SNPs si procede inizialmente sottoponendo i campioni a PCR, che 
consente l'amplificazione di specifici frammenti di acidi nucleici, consentendo così di 
ottenere in vitro molto rapidamente la quantità di materiale genetico necessario per le 
successive amplificazioni. 
Si procede poi alla reazione di Single Base Extension  (SBE), sottoponendo però prima 
2 µl di ciascun amplificato a purificazione enzimatica, con una miscela di E. Coli 
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Exonuclease e Shrimp alcaline phosphatase (EXO-SAP) che richiede un'incubazione a 
37° C per 15 minuti, seguita da 15 minuti a 85° C, per inattivare l'enzima. La 
purificazione è necessaria per eliminare l'eccesso di primers a di dNTPs, contenuti nel 
buffer di amplificazione. 
La reazione di Single Base Extension (SBE) prevede l'utilizzo di una miscela costituita 
dai prodotti della multiplex-PCR purificati; "SnaPshot Multiplex Ready Reaction Mix" 
composto da: Taq DNA polimerasi, F-ddNTPs (DiDeossi Nucleotidi Trifosfati) marcati 
con una molecola fluorescente (F), buffer di reazione ed "Extension Primers". La SBE 
consiste nell'estensione di una singola base di ciascun primer specifico per ogni 
marcatore. L'oligonucleotide scelto si allinea al filamento stampo fino alla base 
immediatamente adiacente al sito variabile. L'enzima DNA polimerasi opera  
l'incorporazione di un solo F-ddNTP complementare sul templato, che funge da 
terminatore poichè manca del gruppo -OH in posizione 3'. L'incorporazione di una 
singola base avviene dunque in accordo con lo stato allelico del polimorfismo (SNP), 
che è infine rilevato mediante la separazione dei primers estesi in base alle dimensioni e 
attraverso la molecola fluorescente con cui è marcato ciascun ddNTP. 
Per la SBE non è necessario utilizzare una coppia di primers per marcatore, ma si 
sceglie il forward o il reverse, in base alle caratteristiche di ciascuno.  
La scelta degli "extension primers" richiede particolari attenzioni sia per evitare la 
formazione di forcine o di primers dimerici, che per poterli distinguere una vola estesi, 
in base alla lunghezza nella lettura dei risultati. Per il raggiungimento della lunghezza 
adeguata ad ogni primer si possono aggiungere, sequenze neutrali e, se necessario, tratti 
di poly-C all'estremità 5'. 
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Per rimuovere i ddNTPs non incorporati, il prodotto finale viene sottoposto 
purificazione enzimatica incubando con 1 unità di SAP a 37° C per 1 ora, seguita da 15 
minuti a 85° C per inattivare l'enzima ( Brion et al., 2005). 
I prodotti di "minisequenziamento" purificati sono sottoposti ad elettroforesi capillare 
per mezzo del sequenziatore ( ABI PRISM® 310 Genetic Analyser). Durante la corsa 
elettroforetica le molecole fluorescenti, colpite da un raggio laser, emettono uno 
specifico colore, la lettura dell'emissione permette di ottenere un elettroferogramma. 
ddNTP MOLECOLA 
FLUORESCENTE 
COLORE DI 
EMISSIONE 
A dR6G VERDE 
C dTAMRATM NERO 
G dR110 BLU 
T (U) dROXTM ROSSO 
Tab. 3.4 : Colore di emissione dei quattro fluorocromi utilizzati per rilevare la specifica base azotata nella      
posizione nucleotidica polimorfica. 
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2.4 Metodi statistici 
 
Ciascun set di dati ottenuto per mezzo delle analisi di laboratorio, è stato analizzato con 
i metodi statistici ritenuti più appropriati per lo studio della variabilità. 
Sulla base delle frequenze alleliche assolute ottenute mediante la conta diretta degli 
alleli, sono state calcolate le frequenze relative. 
 
2.4.1 L'AMOVA 
 
La struttura genetica delle popolazioni è stata analizzata mediante l’AMOVA, Analisi 
della Varianza Molecolare (Excoffier et al., 1992). Si è utilizzato il software Arlequin 
(ver 3.01), prendendo in considerazione il numero delle mutazioni tra aplotipi 
molecolari (Schneider et al., 1999). Una particolare struttura genetica viene definita 
attraverso la distinzione di gruppi di popolazioni; il metodo di analisi permette inoltre, 
facendo ricorso a un test di randomizzazione, di testare la significatività della 
strutturazione a livello gerarchico (tra individui, popolazioni o gruppi di popolazioni). 
Mediante un'analisi gerarchica la varianza totale viene divisa nelle componenti dovute 
alle differenze intra-individuali, inter-individuali e/o inter-popolazionistiche. Una 
particolare struttura genetica viene definita attraverso la distinzione di gruppi di 
popolazioni; il metodo di analisi permette di saggiare la validità della struttura scelta ( 
Weir e Cockerham, 1984; Excoffier et al., 1992; Weir, 1996). La varianza totale 
espressa tramite il convenzionale ɸst. Attraverso un test di permutazioni casuali, viene 
testata la significatività (p) della diversità genetica ai diversi livelli: se p>il dato non è 
significativo, se p<0,05 il dato è significativo. 
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Lo scarlin multidimensionale (MDS) è una tecnica di analisi non parametrica 
multivariata che ha come obiettivo quello di distribuire in uno spazio con un particolare 
numero di dimensioni i dati che riguardano i campioni, in modo tale da riprodurre le 
distanze osservate. In questo tipo di analisi è importante considerare le dimensioni 
spaziali a differenza dell'orientamento degli assi; questo perchè guardando il grafico da 
diversi punti di vista, le distanze tra gli oggetti non variano. 
Il programma utilizzato per giungere alla distribuzione finale, offre i valori di "stress" 
relativi alla bontà dell'approssimazione dei dati di distanza fornita dalla 
rappresentazione considerata in quel momento. Minore è il valore di stress e migliore 
risulterà l'adattamento della matrice di distanza riprodotta rispetto a quella osservata. In 
generale, maggiore è il numero delle dimensioni utilizzato per la rappresentazione, 
minore è il valore di stress. 
In genere per valutare una configurazione MDS si seguono le regole seguenti: 
stress < 0,200: scarso 
stress < 0,100: ragionevole 
stress < 0,050: buono  
stress < 0,025: eccellente 
stress = 0,000: perfetto 
MDS può essere applicato a numerosi e diversi campi di ricerca; è un tipo di analisi 
molto versatile e fornisce risultati di più facile interpretazione rispetto alle metodologie 
parametriche. Inoltre può essere utilizzato con qualsiasi tipo di distanza. 
In questo lavoro l'MDS è stato ottenuto attraverso l'utilizzo del programma Statistica 8.0 
(StatSoft Italia srl), scegliendo la rappresentazione bidimensionale. La matrice di 
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partenza conteneva le distanze genetiche a coppie calcolate secondo l'equazione di Nei 
(1987). 
 
2.4.2 Distanza genetica 
 
Una misura naturale della divergenza genetica tra due popolazioni è data dal parametro 
Fst tra coppie di popolazioni, stimato nel nostro caso con il metodo dell’analisi della 
varianza, introdotta da Cockerham (1973) per il trattamento delle frequenze geniche, ed 
estese da Excoffier (1992) al trattamento dei dati molecolari.  
Il parametro Fst viene calcolato mediante la formula:  
                                                 ܨ௦௧ = ௏೛௣(ଵି௣)        
Dove Vp corrisponde alla varianza delle frequenze geniche o aplotipiche e p è la loro 
media. Tale valore rappresenta generalmente il grado di differenziazione genetica di più 
popolazioni. Quando si applica a due sole popolazioni, la stessa formula stima la loro 
distanza genetica.   
Nel caso in cui si disponga di aplotipi si tiene conto non solo del dato di frequenza,  ma 
anche delle differenze molecolari tra i vari alleli dei diversi loci. Il numero di loci ai 
quali gli alleli differiscono (metodo della conta del numero di differenti alleli o 
“pairwise number of different alleles”) viene registrato utilizzando la seguente formula:  
                                                         



l
li
xyxy idd )(                                               
dove i è la funzione di Kronecker, pari ad uno se gli alleli del i-esimo locus sono diversi 
tra i due campioni presi in esame e zero in caso contrario; l è il numero di loci.  
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Per la realizzazione di questo tipo di analisi è stato utilizzato il programma "Arlequin, 
versione 2.000".  
 
 
2.4.3 Costruzione della curva di probabilità con la formula di Walsh 
 
Per costruire una distribuzione di probabilità di distanze mutazionali tra coppie di 
aplotipi compatibile con l'ipotesi di deportazione degli antichi Liguri nel Sannio è stata 
usata la formula di Walsh (2001). 
Per variazioni mutazionali secondo un modello stepwise (YSTR):  
                      ݌(ݐ|݊଴,...݊௞)= ௘ష(ഊశమഏ೙)೟ Пೕసబ ೖ ൣூೕ(ଶగ௧)൧೙ೕ
∫ ௘ష(ഊశమഏ೙)೟ಮబ Пೕసబ ೖ ൣூೕ(ଶగ௧)൧೙ೕௗ௧ 
Per variazioni mutazionali secondo un modello infinite-site (HVR):  
݌(ݐ|݇) = ݁ݔ݌[−(2ߤ݇ + ߣ)ݐ](1 − ݁ݔ݌[−(2ߤݐ)])௡ି௧
ܫ(ߤ,݇, ݊,ߣ)  
Per quanto riguarda la regione MSY sono stati considerati i seguenti parametri: numero 
di generazioni=81 (calcolando uno step generazionale di circa 27 anni), tasso 
mutazionale=3,266x10-3 (Ballantyne 2010), λ=0,0002, numero di marcatori= 17. 
Per quanto riguarda la regione HVR sono stati considerati i seguenti parametri: numero 
di generazioni=88 (calcolando uno step generazionale di circa 25 anni), tasso 
mutazionale=1,7x10-5 (Sigurdardòttir et al. 2000), λ=0,0002, numero di marcatori= 720. 
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Fig. 2.6: Curva di probabilità attesa sulla base del modello della deportazione storica 
 
 
Fig. 2.7: Curva di probabilità attesa sulla base del modello della deportazione storica 
Per quanto riguarda il cromosoma Y sono state costruite due curve di probabilità, una 
considerando gli aplotipi uguali al tempo 0 (linea tratteggiata), l'altra considerando che 
al tempo 0 gli aplotipi hanno già accumulato una mutazione. 
Su ogni grafico sono state riportate le curve di differenze aplotipiche a coppie dei 
campioni presi in esame.  
Tramite il software Arlequin 3.1 è stata calcolata una matrice di pairwise difference. 
Ad ogni grafico, in corrispondenza dei picchi più interessanti, è stato applicato il test del 
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Chi Quadrato che ci permette di stimare la significatività della curva confrontando il 
dato osservato sperimentalmente con il dato atteso in base ad un'ipotesi teorica. 
߯ଶ = ߑ (݁௜ − ݋௜)ଶ
݁௜
 
Dove χ2 misura la differenza complessiva tra dati osservati e dati attesi, ei è il dato atteso 
ed oi è il dato osservato. Se χ² = 0, le frequenze osservate coincidono esattamente con 
quelle teoriche. Se invece χ² > 0, esse differiscono. Più grande è il valore di χ², più 
grande è la discrepanza tra le frequenze osservate e quelle teoriche. 
Il test del Chi Quadrato applicato in questa tesi è corretto secondo Yates. 
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3.1 Risultati DNA mitocondriale 
In tabella A.1 (in appendice) sono riportati i risultati relativi ai campioni tipizzati per la 
regione ipervariabile del DNA mitocondriale con i relativi aplogruppi. 
Tutti gli aplogruppi dei campioni delle valli Apuane e dell'Area Sannitica sono stati 
confrontati con gli aplogruppi di alcuni campioni presi dalla letteratura (Boattiani et al., 
2013) che abitano nelle zone limitrofe, vicine a Benevento, nell'Area Alto-Tirrenica 
(precisamente provincie di La Spezia, Massa, Pistoia Grosseto, Siena) e nel Sud Italia 
(provincie di L'Aquila, Campobasso, Macerata, Lecce, Cosenza, Catanzaro, Crotone). 
Anche questi campioni, presi dalla letteratura, sono stati selezionati in base ai cognomi 
fondatori.  
 
Fig. 3.1:  Mappa dell'Italia suddivisa in otto macro-aree (Boattini 2013) 
Nella figura 3.1 è raffigurata la mappa Italiana suddivisa in macro aree secondo 
l'articolo di Boattini (2013). Le macroaree citate in questa tesi sono l'area IV e l'area  
VI. L'area IV (in colore rosa) è l'Area Alto Tirrenica, mentre l'area VI (in giallo) è il 
Sud Italia. Benevento si trova nell'area VI, ed è identificata con il numero "17". 
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HG 
Area Alto 
Sannio 
n=27 
Liguri 
n=50 
Benevento 
n=36 
Area Alto-
Tirrenica 
n=52 
Sud-Italia 
n=174 
  n % n % n % n % n % 
L0-L3 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
M*  0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 1% 
N*  3 11% 2 4% 2 6% 0 0% 9 5% 
N1 0 0% 0 0% 2 6% 1 2% 2 1% 
I 1 4% 0 0% 0 0% 1 2% 7 4% 
X2b-d 0 0% 1 2% 0 0% 0 0% 5 3% 
R* 0 0% 1 2% 0 0% 0 0% 1 1% 
R0 0 0% 0 0% 1 3% 1 2% 3 2% 
HV 6 22% 0 0% 1 3% 1 2% 8 5% 
H* 2 7% 18 36% 5 14% 9 17% 21 12% 
H1 2 7% 4 8% 8 22% 5 10% 19 11% 
H2 0 0% 0 0% 0 0% 4 8% 1 1% 
H3 2 7% 0 0% 1 3% 2 4% 3 2% 
H4 0 0% 0 0% 1 3% 1 2% 0 0% 
H5 0 0% 4 8% 0 0% 4 8% 9 5% 
H6 1 4% 0 0% 0 0% 2 4% 4 2% 
H7 0 0% 2 4% 1 3% 0 0% 3 2% 
H9a 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 1% 
H10a 2 7% 0 0% 0 0% 0 0% 3 2% 
H11 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
H12 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
H13a 0 0% 2 4% 1 3% 2 4% 5 3% 
H18 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
V 0 0% 2 4% 1 3% 1 2% 1 1% 
R2 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
R11-21 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
R12 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
J* 1 4% 0 0% 1 3% 1 2% 8 5% 
J1 3 11% 2 4% 1 3% 2 4% 8 5% 
T 1 4% 7 14% 3 8% 4 8% 27 16% 
U* 0 0% 5 10% 4 11% 3 6% 17 10% 
U3a1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
U4b1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
U5a 0 0% 0 0% 1 3% 1 2% 2 1% 
K* 3 11% 0 0% 0 0% 2 4% 0 0% 
K1* 0 0% 0 0% 0 0% 1 2% 2 1% 
K1a 0 0% 0 0% 2 6% 4 8% 4 2% 
Tab. 3.1: Tabella degli aplogruppi dei campioni dell'Alto Sannio, dell'Area Apuana, di Benevento e dell'Area 
Alto-Tirrenica. In rosso gli aplogruppi comuni tra i Ligures e i Sanniti. Evidenziati gli aplogruppi candidati. 
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Nella tabella 3.1 sono riportate le percentuali e il numero di campioni per ogni 
aplogruppo trovato nelle varie zone.  
Gli aplogruppi comuni tra i campioni appartenenti alle popolazioni dell'Area Apuana e 
dell'Alto Sannio sono:  
 aplogruppo N* 
 aplogruppo H* 
 aplogruppo H1 
 aplogruppo J1 
 aplogruppo T* 
L'aplogruppo H* comprende i subcladi: H8, H14, H15, H16,H17,H19,H23,H25. 
L'aplogruppo N* comprende i subcladi: A, W, X1, X2 (non b-d). 
Mentre l'aplogruppo T* comprende i subcladi: T1 e T2. 
Sono state rappresentate graficamente le frequenze degli aplogruppi ritrovati: in figura 
3.3 vediamo le percentuali ritrovate nei campioni dell' Area Apuana (AA), mentre in 
figura 3.4 quelli ritrovati nei campioni dell'Area Alto Sannitica (AS) 
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Fig.3.2: Percentuali degli aplogruppi nei campioni dell' AA(in blu gli aplogruppi comuni ai campioni dell'AS , 
in bianco gli altri aplogruppi) 
 
Tra i Liguri si nota un'alta percentuale dell'aplogruppo H* (36%) + l'aplogruppo H1 
(8%). Anche l'aplogruppo T* è presente con un alta percentuale (14%). Confrontando 
con i dati di Boattini nell'Area Alto Tirrenica (v. fig 3.6) troviamo H* 17%, H1 10%, T* 
8%. 
H1
H*
J1*N*
T*
U*
H13a1
H7 H5a
R* V* X2b
Area Apuana
H1 8%
H* 36%
J1* 4%
N* 4%
T* 14%
U* 10%
H13a1 4%
H7 4%
H5a 8%
R* 2%
V* 4%
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Fig. 3.3: Percentuali degli aplogruppi nei campioni dell'AS (in blu gli aplogruppi comuni ai campioni dell'Area 
Apuana, in bianco gli altri aplogruppi) 
 
Tra i campioni dell'Area Alto sannitica la percentuale degli aplogruppi H* (7,41%) + 
H1 (7,41%)  è più bassa. Sono presenti anche gli aplogruppi J1* e N* con una 
percentuale di circa 11%. Confrontando con i dati di Boattini (fig. 3.5 e fig. 3.7) 
troviamo a Benevento 14% H*, 22% H1 e 8% T*; mentre nel Sud Italia troviamo 12% 
H*, 11% H1 e 8% T*.  
 
Nelle popolazioni di confronto abbiamo trovato gli aplogruppi riportati nelle figure 3.5, 
3.6, 3.7. Anche in questo caso siamo andati a ricercare gli aplogruppi in comune tra i 
campioni AA e di AS, evidenziandoli con colori diversi. 
H1
H*
J1*
N*
T*
HV*
H3
H6
I*
K*
J*
H10a
Area Alto Sannitica H1 7,41%
H* 7,41%
J1* 11,11%
N* 11,11%
T* 3,70%
HV* 22,22%
H3 7,41%
H6 3,70%
I* 3,70%
K* 11,11%
J* 3,70%
H10a 7,41%
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Fig. 3.4: Percentuali degli aplogruppi nei campioni di Benevento (in blu gli aplogruppi comuni ai campioni di 
Circello e dell'Area Apuana, in bianco gli altri aplogruppi) 
 
 
Fig. 3.5: Percentuali degli aplogruppi nei campioni dell'Area Alto Tirrenica (in blu gli aplogruppi comuni ai 
campioni di Circello e dell'Area Apuana, in bianco gli altri aplogruppi) 
H1
H*
J1
N*
T*HVH3
H4H7
H13a
N1
R0
V
J*
U*
U5a K1a
Benevento
H1 22%
H* 14%
J1 3%
N*  6%
T 8%
HV 3%
H3 3%
H4 3%
H7 3%
H13a 3%
N1 6%
R0 3%
V 3%
J* 3%
U* 11%
U5a 3%
K1a 6%
H1
H*
J1
N1
T*
HVH2H3H4
H5
H6
H13aI
R0
V
J*
U*
U5a
K* K1 K1a
Area Alto-Tirrenica H1 10%H* 17%
J1 4%
N1 2%
T 8%
HV 2%
H2 8%
H3 4%
H4 2%
H5 8%
H6 4%
H13a 4%
I 2%
R0 2%
V 2%
J* 2%
U* 6%
U5a 2%
K* 4%
K1* 2%
K1a 8%
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Fig. 3.6: Percentuali degli aplogruppi nei campioni del Sud Italia (in blu gli aplogruppi comuni ai campioni 
dell'AS e dell'AA, in bianco gli altri aplogruppi) 
 
Sono stati raggruppati in tabella 3.2 gli aplogruppi comuni tra i nostri campioni 
analizzati con le rispettive percentuali: 
HG 
Area Alto 
Sannitica 
n=11 
Area 
Apuana 
n=33 
Benevento 
n=19 
Area Alto-
Tirrenica 
n=20 
Sud-
Italia 
n=84   
  n % n % n % n % n % 
H* 2 18% 18 55% 5 26% 9 45% 21 25% 
H1 2 18% 4 12% 8 42% 5 25% 19 23% 
J1 3 27% 2 6% 1 5% 2 10% 8 10% 
N*  3 27% 2 6% 2 11% 0 0% 9 11% 
T* 1 9% 7 21% 3 16% 4 20% 27 32% 
Tab.3.2: Percentuali degli aplogruppi comuni tra i Ligures e i Sanniti, confrontate con le percentuali trovate 
nelle popolazioni di confronto (Benevento, Area Alto-Tirrenica e Sud Italia) 
H1
H*
J1
N1
T*
HV
H2H3
H5H6H7
H9aH10aH13a
M*
N*
I
X2b-
d
R*
R0
V
J*
U*
U5a K1*
K1a
Sud-Italia H1 11%H* 12%
J1 5%
N1 1%
T 16%
HV 5%
H2 1%
H3 2%
H5 5%
H6 2%
H7 2%
H9a 1%
H10a 2%
H13a 3%
M*  1%
N*  5%
I 4%
X2b-d 3%
R* 1%
R0 2%
V 1%
J* 5%
U* 10%
U5a 1%
K1* 1%
K1a 2%
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3.2 Risultati cromosoma Y 
 
In tabella A.3 (in appendice) sono riportatigli aplogruppi relativi ai campioni tipizzati 
per i polimorfismi della regione non ricombinante del cromosoma Y (MSY), che sono 
stati in seguito confrontati con i campioni tipizzati per la regione ipervariabile del DNA 
mitocondriale.  
Anche per il cromosoma Y tutti gli aplogruppi dei campioni delle valli Apuane (AA) e 
dell'Alto Sannio (AS) di sono stati confrontati con gli aplogruppi di alcuni campioni 
presi dalla letteratura (Boattini et al., 2013) che abitano nelle zone limitrofe, a 
Benevento, nell'Area Alto-Tirrenica (precisamente provincie di La Spezia, Massa, 
Pistoia Grosseto, Siena) e nel Sud Italia (provincie di L'Aquila, Campobasso, Macerata, 
Lecce, Cosenza, Catanzaro, Crotone):  
Per quanto riguarda il cromosoma Y gli aplogruppi comuni tra i campioni appartenenti 
alle popolazioni dell'Area Apuana e dell'Alto Sannio sono:  
 E1b1b1a2 
 G2a 
 R1b1b2 
 R1b1b2a1b4 
 R1b1b2a1b4c 
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HG 
Alto 
Sannio 
n=34 
Area 
Apuana 
n=54 
Benevento 
n=36 
Area Alto 
Tirrenica 
n=123 
Sud-Italia 
n=162 
  n % n % n % n % n % 
E1a 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
E1b1a 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
E1b1b* 0 0% 3 6% 4 11% 8 7% 10 6% 
E1b1b1a2 13 38% 1 2% 3 8% 6 5% 18 11% 
F 0 0% 0 0% 0 0% 2 2% 0 0% 
G* 0 0% 0 0% 0 0% 1 1% 1 1% 
G2a 3 9% 2 4% 4 11% 7 6% 28 17% 
G2c 0 0% 0 0% 1 3% 0 0% 0 0% 
I1 0 0% 3 6% 0 0% 3 2% 5 3% 
I1d 0 0% 1 2% 1 3% 2 2% 1 1% 
I* 0 0% 1 2% 0 0% 0 0% 5 3% 
I2a1 0 0% 2 4% 0 0% 1 1% 0 0% 
I2b1 0 0% 0 0% 0 0% 1 1% 2 1% 
J1 0 0% 0 0% 3 8% 4 3% 5 3% 
J2 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 2 1% 
J2a 3 9% 0 0% 2 6% 7 6% 12 7% 
J2a2 1 3% 0 0% 3 8% 1 1% 3 2% 
J2a2a 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 6 4% 
J2b 1 3% 5 9% 0 0% 2 2% 6 4% 
L 0 0% 0 0% 0 0% 1 1% 5 3% 
R1a 0 0% 1 2% 2 6% 6 5% 6 4% 
R1b* 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 
R1b1b2 5 15% 3 6% 5 14% 8 7% 11 7% 
R1b1b2a1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 1% 
R1b1b2a1a 0 0% 0 0% 1 3% 5 4% 6 4% 
R1b1b2a1b 0 0% 2 4% 3 8% 6 5% 4 2% 
R1b1b2a1b4 2 6% 29 54% 1 3% 33 27% 9 6% 
R1b1b2a1b4c 3 9% 1 2% 1 3% 13 11% 6 4% 
R1b1b2a1b5 1 3% 0 0% 1 3% 2 2% 2 1% 
T 2 6% 0 0% 1 3% 4 3% 8 5% 
Tab. 3.3: Tabella degli aplogruppi dei campioni dell'Alto Sannio, dell'Area Apuana, di Benevento e dell'Area 
Alto-Tirrenica. In rosso gli aplogruppi comuni tra i AA e AS. Evidenziati gli aplogruppi candidati. 
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Sono state rappresentate graficamente le frequenze degli aplogruppi ritrovati: in figura 
3.9 vediamo le percentuali ritrovate nei campioni dell'Area Apuana, mentre in figura 
3.10 quelli ritrovate nei campioni dell'Alto Sannio. 
 
Fig. 3.7: Percentuali degli aplogruppi nei campioni dell'AA (in viola scuro gli aplogruppi comuni ai campioni 
dell'AS, in bianco gli altri aplogruppi,). 
 
 
Fig. 3.8: Percentuali degli aplogruppi nei campioni di AS (in viola scuro gli aplogruppi comuni ai campioni 
dell'AA, in bianco gli altri aplogruppi) 
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Tra i campioni AA l'aplogruppo più rappresentato è R1b1b2a1b4 (sottolinea 
dell'aplogruppo R1b1b2-M269) definita dalla mutazione U152. Nell'Area Apuana ne è 
stata trovata una percentuale maggiore del 50%. Mentre nell'Alto Sannio ne è stata 
trovata una percentuale di circa 6%.  
 
Nelle popolazioni di confronto abbiamo trovato gli aplogruppi riportati nelle figure 
3.11, 3.12, 3.13. 
Anche in questo caso siamo andati a ricercare gli aplogruppi in comune tra i campioni 
AA e AS, evidenziandoli con colori diversi. 
 
Fig. 3.9: Percentuali degli aplogruppi nei campioni di Benevento (in viola scuro gli aplogruppi comuni ai 
campioni dell'AA e dell'AS, in bianco gli altri aplogruppi) 
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Fig. 3.10: Percentuali degli aplogruppi nei campioni dell'Area Alto-Tirrenica (in viola scuro gli aplogruppi 
comuni ai campioni dell'AA edell'AS, in bianco gli altri aplogruppi) 
 
Fig. 3.11: Percentuali degli aplogruppi nei campioni del Sud Italia(in viola scuro gli aplogruppi comuni ai 
campioni dell'AA e dell'AS, in bianco gli altri aplogruppi). 
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Nell'Area Alto Tirrenica (l'area geograficamente più vicina all'Area Apuana) è stata 
trovata un'alta percentuale dell'aplogruppo U-152 (circa 27%). Mentre a Benevento e 
nel Sud Italia le percentuali sono più basse (rispettivamente circa 3% e 6%).  
Sono stati raggruppati solo gli aplogruppi comuni tra i campioni Liguri e di Circello, 
ritrovati anche nei campioni appartenenti alle popolazioni di riferimento. In tabella sono 
riportate le percentuali per ogni aplogruppo. 
HG 
Alto 
Sannio 
n=26 
Area 
Apuana 
n=36 
Benevento 
n=14 
Area Alto 
Tirrenica 
n=67 
Sud-Italia 
n=72 
  n % n % n % n % n % 
E1b1b1a2(V13) 13 50% 1 3% 3 21% 6 9% 18 25% 
G2a(P15) 3 12% 2 6% 4 29% 7 10% 28 39% 
R1b1b2(M269) 5 19% 3 8% 5 36% 8 12% 11 15% 
R-U152 2 8% 29 81% 1 7% 33 49% 9 13% 
R-L2 3 12% 1 3% 1 7% 13 19% 6 8% 
 
Tab. 3.4: Percentuali degli aplogruppi comuni tra i Ligures e i Sanniti, confrontate con le percentuali trovate 
nelle popolazioni di confronto (Benevento, Area Alto-Tirrenica e Sud Italia).  
Nei campioni dell'Area Apuana rispetto all' Area Alto Tirrenica, si nota un alta 
percentuale dell'aplogruppo R-U152 (81% nell'Area Apuana, mentre 49% nell'Area 
Alto Tirrenica), ma una bassissima percentuale del subclade R-L2. Nei campioni 
dell'Alto Sannio notiamo percentuale più bassa dell'aplogruppo G2a (12%), rispetto a 
Benevento (29%) e al Sud Italia (39%). 
La presenza di un'alta frequenza dell'aplogruppo U-152 tra i Liguri potrebbe essere 
un'ulteriore conferma di questo aplogruppo come tracciante di linee di origine Ligures. 
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3.3 Rappresentazione grafica con MDS 
 
Per inserire i nostri campioni nel quadro della variabilità italiana, sono state calcolate le 
distanze genetiche, sulla base degli aplogruppi, tra i Liguri, Circello e 8 macroaree prese 
dalla letteratura (Boattini et al., 2013). Le matrici ottenute sono state rappresentate con 
uno Scarling multidimensionale non-parametrico. 
Per quanto riguarda il DNA mitocondriale abbiamo ottenuto: 
 
Fig. 3.12: Rappresentazione grafica mediante MDS del DNA mitocondriale della matrice di distanze Fst fra le 
popolazioni dell'Area Apuana (AA), dell'Alto Sannio (AS) e di varie zone italiane identificate con numeri 
romani da I a VIII (dove I= nord-ovest, II=nord-est, III=area dell'Emilia Romagna, IV=Toscana, V=centro, 
VI=sud, VII=Sicilia, VIII=Sardegna) 
 
Il valore di stress=0,0031862 ci indica che il grafico rappresenta senza eccessive 
distorsioni la matrice di distanze reali. Le popolazioni dell'Area Apuana e dell'Alto 
Sannio così come la macroarea VIII (Sardegna) sono collocate nel grafico in posizioni 
marginali ed opposte rispetto ad un nucleo centrale di punti corrispondenti alle altre 
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macroaree italiane (aree I, II, III, IV, V, VI e VII). L'isolamento genetico dei nostri 
campioni emerge chiaramente essendo paragonabile a quello di popolazioni come i 
Sardi notoriamente outliers rispetto alla variabilità europea.  
Per quanto riguarda il cromosoma Y, abbiamo ottenuto: 
 
Fig. 3.13: Rappresentazione grafica mediante MDS di 17 loci YSTR della matrice di distanze Fst fra le 
popolazioni dell'Area Apuana (AA), dell'Alto Sannio (AS) e di varie zone italiane identificate con numeri 
romani da I a VIII (dove I= nord-ovest, II=nord-est, III=area dell'Emilia Romagna, IV=Toscana, V=centro, 
VI=sud, VII=Sicilia, VIII=Sardegna) 
 
Il basso valore dello stress=0,0022917 ci indica che la matrice ci indica che il grafico 
rappresenta bene la matrice di input del grafico. 
Anche in questo caso l'AA, l'AS e l'area VIII si pongono distanti tra di loro e dal gruppo 
centrale delle altre macroaree italiane, confermando che il loro isolamento genetico è 
indipendente dalle modalità di trasmissione ereditaria delle linee.  
Abbiamo inoltre inserito i nostri campioni nella variabilità europea, calcolando le 
distanze genetiche sulla base della variabilità aplotipica. 
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Per quanto riguarda il DNA mitocondriale abbiamo ottenuto: 
 
Fig. 3.14: Rappresentazione grafica mediante MDS del DNA mitocondriale della matrice di distanze Fst fra le 
popolazioni dell'Area Apuana (AA), dell'Alto Sannio (AS) e dell'Europa (identificate con diversi colori: 
pololazioni italiane, popolazioni delle valli isolate del nord Italia, baschi, popolazioni limitrofe alle nostre 
campionate, popolazioni europee) 
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Mentre per quanto riguarda il cromosoma Y, abbiamo ottenuto: 
 
Fig. 3.15: Rappresentazione grafica mediante MDS di 17 loci YSTR della matrice di distanze Fst fra le 
popolazioni dell'Area Apuana (AA), dell'Alto Sannio (AS) e dell'Europa (identificate con diversi colori: 
pololazioni italiane, popolazioni delle valli isolate del nord Italia, baschi, popolazioni limitrofe alle nostre 
campionate, popolazioni europee) 
 
In entrambi i grafici l'AA e l'AS sono distanti tra di loro, ma solo nel caso del 
cromosoma Y le popolazioni mantengono una strutturazione di tipo geografico con i 
nostri campioni che si collocano in vicinanza rispettivamente di popolazioni del 
mediterraneo orientale (Sanniti) e dell’Europa centro-occidentale (Apuani). In giallo si 
notato le valli trentine isolate geneticamente e in viola si notano i Baschi, popolazione 
che nella lingua ha mantenuto suoni cacuminali prelatini come i Liguri. In azzurro sono 
rappresentate alcune zone italiane (Sardegna, Sud Italia e Toscana) e in verde è 
rappresentata Lucca e Benevento (città vicine alle nostre popolazioni) 
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In sintesi lo spettro di variabilità dei nostri campioni indica caratteristiche peculiari 
della variabilità uni-parentale che nel caso dei markers MSY sembra conservare linee 
genetiche candidate per rappresentare una discendenza genealogica in continuità con le 
antiche tribù liguri (R-U152). 
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3.4 Confronti a coppie tra aplotipi 
 
Nei campioni con gli aplogruppi comuni tra i Liguri e Circello sono stati confrontati i 
vari aplotipi a coppie, e sono state riportate le differenze su un grafico, confrontate con 
una curva di probabilità compatibile con l'ipotesi di deportazione degli antichi Liguri 
nel Sannio. 
Sono stati confrontati solo gli aplotipi a cui era stato assegnato lo stesso aplogruppo. 
Per il DNA mitocondriale: 
 
Fig. 3.16: Distribuzioni delle differenze mutazionali tra coppie di aplotipi per gli aplogruppi  coondivisi tra i 
l'AA e l'AS(H1+H*+J1+N*+T*). Il confronto a coppie è stato effettuato tra i campioni  AA e AS (linea blu), tra 
i campioni AA e Benevento (linea rossa) e tra i campioni AA e il Sud Italia (linea verde). Le curve ottenute 
sono state confrontate conuna curva di probabilità attesa sulla base del modello della deportazione storica 
(linea nera). 
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In questo grafico si nota che un arricchimento di aplotipi L/S si osserva per un numero 
di mutazioni (4-7) compatibili con un tempo di separazione molto più antico di quello 
del la deportazione (0-1 mutazioni). 
 
Per il cromosoma Y abbiamo ottenuto: 
 
Fig. 3.17: Distribuzioni delle differenze mutazionali tra coppie di aplotipi per gli aplogruppi  coondivisi tra 
l'AA e l'AS(G2a+R1b1b2-M269+U152+L2+E1b1b1a2-V13). Il confronto a coppie è stato effettuato tra i 
campioni  AA e AS(linea blu), tra i campioni AA e Benevento (linea rossa) e tra i campioni AA e il Sud Italia 
(linea verde). Le curve ottenute sono state confrontate con due curve di probabilità attese sulla base del 
modello della deportazione storica (linea tratteggiata nera= aplotipi che divergono per una mutazione al 
tempo 0, linea continua nera= aplotipi uguali al tempo 0). 
 
In questo grafico si nota che un arricchimento di aplotipi AA/AS si osserva per un 
numero di mutazioni (5-6) compatibili con un tempo di separazione un po’ più recente 
di quello della deportazione (8-9 mutazioni). 
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3.5 Confronti a coppie tra aplotipi di aplogruppi candidati 
Abbiamo ripetuto l’analisi limitando il confronto agli aplotipi dei soli aplogruppi 
candidati (vedi Tab finale p.54), quelli cioè che risultano congruenti con l’origine e 
diffusione delle tribù liguri sulla base della distribuzione di variabilità attuale e dei 
risultati del DNA antico: da reperti scheletrici associati a facies cuturali Bell Beaker e 
Urnfield. 
Aplogruppi ritrovati in siti appartenenti alla cultura Bell Beaker: 
mtDNA 
DNA 
antico 
Area 
Apuana 
Alto 
Sannio Benevento 
Area 
Alto 
Tirrenica 
Italia 
Sud 
U4 1 0 0 0 0 0 
U5a2a 1 0 0 0 0 0 
U5a1 1 0 0 0 0 0 
U2e 1 0 0 0 0 0 
T1a 1 0 0 0 0 0 
K1 1 0 0 0 0 0 
I1 1 0 0 0 0 0 
W5a 1 0 0 0 0 0 
 
Cromosoma 
Y 
DNA 
antico 
Area 
Apuana 
Alto 
Sannio Benevento 
Area 
Alto 
Tirrenica 
Italia 
Sud 
R1b1 2 35 11 12 67 39 
 
 
Aplogruppi ritrovati in siti appartenenti alla cultura Urnfield: 
mtDNA 
DNA 
antico 
Area 
Apuana 
Alto 
Sannio Benevento 
Area 
Alto 
Tirrenica 
Italia 
Sud 
H 16 30 9 17 29 69 
J 5 2 3 1 2 8 
T2 5 7 1 2 2 17 
U 5 5 0 5 4 19 
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Cromosoma 
Y 
DNA 
antico 
Area 
Apuana 
Alto 
Sannio Benevento 
Area 
Alto 
Tirrenica 
Italia 
Sud 
I2b2 11 0 0 0 0 0 
R1a 1 1 0 2 6 6 
R1b 1 35 11 12 67 39 
 
Come si può notare dalle Tabelle qui sopra tra gli aplogruppi candidati si sono dovuti 
escludere gli Hg mitocondriali associati alla cultura Bell Beaker, perché non presenti nei 
nostri campioni, né nei campioni di riferimento. Per lo stesso motivo non si è potuto 
considerare gli Hg I2b2 e R1a  MSY associati alla cultura Urnfield. 
 
Nei campioni con gli aplogruppi selezionati sulla base del DNA antico sono stati 
confrontati gli aplotipi a coppie, e , come nel caso degli aplogruppi comuni, sono state 
riportate le differenze su un grafico, confrontate con una curva di probabilità 
compatibile con l'ipotesi di deportazione degli antichi Ligures nel Sannio. Ovviamente 
anche in questo caso sono stati confrontati solo gli aplotipi a cui era stato assegnato lo 
stesso aplogruppo. 
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Nel caso del DNA mitocondriale, abbiamo ottenuto: 
 
Fig. 3.18: Distribuzioni delle differenze mutazionali tra coppie di aplotipi per gli aplogruppi  coondivisi tra i 
AA e AS (H+J1+T2+U). Il confronto a coppie è stato effettuato tra i campioni AA e AS(linea blu), tra i 
campioni AA e Benevento (linea rossa) e tra i campioni AA e Sud Italia (linea verde). Le curve ottenute sono 
state confrontate con una curva di probabilità attesa sulla base del modello della deportazione storica (linea 
nera). 
In questo grafico tutte le distribuzioni (AA/AS, AA/B e AA/SI) hanno un picco di 
arricchimento comparabile con un numero di mutazioni (2) compatibili con un tempo di 
separazione un po’ più antico di quello della deportazione (0-1 mutazioni). 
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Nel caso del cromosoma Y abbiamo ottenuto: 
 
Fig. 3.19: Distribuzioni delle differenze mutazionali tra coppie di aplotipi per gli aplogruppi  coondivisi tra i 
AA e AS (R1b). Il confronto a coppie è stato effettuato tra i campioni l'AA e l'AS (linea blu), tra i campioni AA 
e Benevento (linea rossa) e tra i campioni AA e Sud Italia (linea verde). Le curve ottenute sono state 
confrontate con due curve di probabilità attese sulla base del modello della deportazione storica (linea 
tratteggiata nera= aplotipi che divergono per una mutazione al tempo 0, linea continua nera= aplotipi uguali 
al tempo 0). 
 
In questo grafico tutte le distribuzioni (AA/AS, AA/B e AA/SI) hanno un picco di 
arricchimento con un numero di mutazioni (5-7) compatibili con un tempo di 
separazione un po’ più recente di quello della deportazione (8-9 mutazioni). 
 
Come ultima analisi per quanto riguarda il cromosoma Y, abbiamo fatto un'ulteriore 
grafico selezionando negli aplogruppi trovati nel DNA antico, il sottoclade 
R1b1b2a1b4, definito dalla mutazione U-152, in quanto è l'aplogruppo che secondo le 
mappe di densità  risulta essere il più elevato nella zona (vedi fig.1.14). 
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Fig. 3.20: Distribuzioni delle differenze mutazionali tra coppie di aplotipi per gli aplogruppi  coondivisi tra 
l'AA el'AS, selezionando nell'aplogruppo R1b solo il subclade R1b1b2a1b1 definito dal marker U-152 (R-
U152). Il confronto a coppie è stato effettuato tra i campioni AA e AS(linea blu), tra i campioni AA e 
Benevento (linea rossa) e tra i campioni AA e Sud Italia (linea verde). Le curve ottenute sono state confrontate 
con due curve di probabilità attese sulla base del modello della deportazione storica (linea tratteggiata nera= 
aplotipi che divergono per una mutazione al tempo 0, linea continua nera= aplotipi uguali al tempo 0). 
 
In questo ultimo grafico abbiamo ottenuto, per il confronto con l'Area Sannita e 
Benevento, due picchi interessanti: uno in corrispondenza di 6 mutazioni (L/B), l'altro 
in corrispondenza di 9 mutazioni (L/S). Entrambi i casi indicano un riassesto genetico 
avvenuto in due periodi distinti, uno più antico (in corrispondenza di 9 mutazioni), 
compatibile con la deportazione, e uno più recente (in corrispondenza di 6 mutazioni). 
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4.1 Discussione 
 
In questo studio sono stati tipizzati per la regione ipervariabile del DNA mitocondriale 
50 campioni provenienti dall'Area Apuana e 27 campioni provenienti dall'Alto Sannio. 
Le aree prese in esame sono quelle coinvolte nella deportazione dei Ligures Apuani ad 
opera dei Romani circa 2.200 anni fa.  
Dall'analisi dei nostri campioni si sono ottenuti 19 aplogruppi diversi (v. tab 3.1), di cui 
5 comuni all'Area Apuana ed ai campioni dell'Alto Sannio (H*, H1, J1, N*, T*). 
Un'analisi più approfondita attraverso la consultazione delle mappe di densità e delle 
analisi sul DNA antico, ha ridotto il numero di aplogruppi candidati ad avere un'origine 
comune agli antichi Liguri: H1, H3, H5 e H*. Questi aplogruppi sono molto antichi 
come origine e diffusione in Europa e alcuni hanno un pattern di distribuzione che 
suggerisce una ricolonizzazione post-glaciale  a partire da rifugi iberici, quindi risulta 
difficile collocarli nel contesto storico della deportazione Ligure. L' H viene identificato 
come l’aplogruppo più comune in Europa ma nel nostro caso sotto la denominazione H* 
vengono raggruppati diversi subcladi dell'aplogruppo H non discriminabili tra loro - H8, 
H14, H15, H16, H17, H19, H23, H25 - alcuni dei quali vagamente associabili(H15, 
H16, H17) ed altri sicuramente non associabili (H8, H14, H19) al pool mitocondriale 
Ligure. L'aplogruppo H1 si è originato circa 22.500 anni fa, come si può vedere dalla 
mappa della distribuzione della densità (fig.4.1) (insieme all'aplogruppo H3 che ha una 
distribuzione simile ma è generalmente molto meno frequente), è presente con alta 
frequenza nella penisola Iberica, nel sud-ovest della Francia e in Sardegna.  
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Fig. 4.1: Distribuzione dell'aplogruppo H1 e H3 in Europa (http://www.eupedia.com/) 
Dalla mappa di densità in fig. 4.2 si può evincere che l'aplogruppo H5 è quello la cui 
diffusione è più compatibile con la storia dei Ligures Apuani, ma è presente solo tra i 
campioni AA (8%), tra i campioni dell'Area Alto Tirrenica (8%) e nel Sud Italia (5%), 
non tra i campioni AS e di Benevento. 
 
 Fig.4.2: Distribuzione dell'aplogruppo H5 in Europa (http://www.eupedia.com/) 
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Quando la variabilità aplotipica degli aplogruppi candidati condivisi all’interno dei 
nostri campioni (H*, H1) è stata confrontata con quella di aree limitrofe non si sono 
osservati segnali di discendenza comune in AA e AS né specifici né compatibili con i 
tempi della deportazione storica. Salvo limitazioni dovute al basso numero campionario, 
non risulta che di questo evento sia rimasta traccia a livello del DNA mitocondriale. 
Ciò potevamo aspettarcelo, poiché, come si nota dai grafici MDS, la variabilità mt è 
meno strutturata geograficamente e più plasmata sul territorio italiano ed europeo (v. 
fig. 3.12 e fig. 3.14). 
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La stessa elaborazione applicata alla regione ipervariabile del DNA mitocondriale è 
stata estesa alla variabilità MSY, cioè della regione maschile-specifica e non 
ricombinante del cromosoma Y. In questo caso abbiamo osservato 17 diversi aplogruppi 
(v. tab.3.3) di cui 5 comuni ad AA e AS (E-V13, G-P15, R-M269, R-U152, R-L2). 
L'aplogruppo E-V13, trovato in alta percentuale tra i campioni alto-sanniti ma in bassa 
percentuale nell’area apuana, è tipico delle popolazioni del Mediterraneo orientale, 
quindi è stato scartato ai fini della nostra ricerca. Anche l'aplogruppo G-P15, sebbene 
sia presente in tutta la penisola italiana con una media dell'11% (Boattini 2013), dalla 
letteratura non sembra avere una diffusione compatibile con quella degli antichi Liguri. 
Gli aplogruppi maggiormente rappresentati in AA sono i subcladi dell’ R-M269, in 
particolare dell’R-U152 che risulta avere in quest’area il picco di frequenza più alto 
d’Europa. Questo risultato è in accordo con i dati sul DNA antico i quali hanno 
rinvenuto come linea dominante un non ben precisato sottoclade dell'aplogruppo R-
M173 e la linea R-M17. 
Quando la variabilità aplotipica degli aplogruppi candidati condivisi (R-U152) è stata 
confrontata con quella di aree limitrofe abbiamo osservato un arricchimento 
significativo di aplotipi L/B (Area apuana vs Benevento) in corrispondenza di 6 
mutazioni (χ2 =0,025 rispetto a L/SI) e un arricchimento significativo di aplotipi L/C 
(Area Apuana vs Alto Sannio) in corrispondenza di 9 mutazioni (χ2=0,00007 rispetto a 
L/SI). Tutti gli altri confronti non risultano significativi. 
Il picco della curva L/C si sovrappone al picco della curva di probabilità, che in 
corrispondenza di 9 mutazioni è datato circa 2200 anni fa. Quindi facendo una semplice 
proporzione lineare: 
9:2200=6:x   x= circa 1460 anni fa. 
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Il primo arricchimento quindi potrebbe essere collegato alle ondate di popolazioni 
nordiche successive alla caduta dell’impero romano, in particolare alla dominazione 
Longobarda a Benevento (570-1077 d.C.). 
Il secondo arricchimento, anche e soprattutto per la coincidenza del picco L/C con il 
picco della curva di probabilità per la divergenza mutazionale tra aplotipi attesa secondo 
il modello della deportazione (v.fig 3.20), potrebbe rappresentare il segnale di una 
continuità genealogica tra attuali Alto-Sanniti e Ligures Baebiani. 
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4.2 Conclusioni 
I risultati dimostrano che un arricchimento statisticamente significativo è rilevabile ma 
solo per alcune linee a trasmissione patri-lineare (R-U152, R-M17). Per quanto riguarda 
la linea di trasmissione matri-lineare non si è trovato un arricchimento significativo per 
gli aplogruppi presi in esame, non abbiamo potuto approfondire l'analisi seguendo altre 
linee per mancanza di campioni. Comunque in certe realtà demo-territoriali 
caratterizzate da isolamento geografico e/o culturale, attraverso l’integrazione di diversi 
e sofisticati strumenti di indagine - un campionamento selettivo, l’analisi di marcatori 
uni-parentali ad alta risoluzione, simulazioni al computer, uso di banche dati, studi di 
DNA antico – è ancora possibile rintracciare segnali genetici di antichi eventi 
demografici. 
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Tabella A.1: Campioni tipizzati per il DNA mitocondriale 
ID
 
Po
po
la
zi
on
e 
H
V
SI
 
H
V
SI
I 
G
 Q
ui
nt
an
s 
CC1 TE Sanniti 223t-292t-320t-519c 73g N* 
CC2 TE Sanniti 298c-311c 72c HV* 
CC3 TE Sanniti 224c-311c-519c 73g K* 
CC4 TE Sanniti 223t-292t-320t-519c 73g N* 
CC5 TE Sanniti 69t-126c-298c 73g J1* 
CC6 TE Sanniti 185t-193delC-519c 91N-94a H1 
CC7 TE Sanniti 298c-311c 72c HV* 
CC8 TE Sanniti 221t   HV* 
CC9 TE Sanniti 69t-126c-193t-300g 73g J1* 
CC10 TE Sanniti 519c   H1 
CC11 TE Sanniti 145a-176G-223t-390a-519c 73g N* 
CC12 TE Sanniti 213a-292t-294t-519c 93g H3 
CC13 TE Sanniti 213a-294t-519c 93g H3 
CC14 TE Sanniti 126c-294t-296t-519c 73g T* 
CC15 TE Sanniti 298c-311c 72g HV* 
CC16 TE Sanniti 362c-482g H6 
CC17 TE Sanniti 129a-172c-223t-311c-391a-519c 73g-97inT I* 
CC18 TE Sanniti 519c   H10a 
CC19 TE Sanniti 188t-218t-224c-311c-519c 73g K* 
CC20 TE Sanniti CRS   HV* 
CC21 TE Sanniti 300g-325c-362c 92inG H* 
CC22 TE Sanniti 69t-126c-265g-519c 73g J1 
CC23 TE Sanniti CRS   H10a 
CC24 TE Sanniti 224c-311c-519c 73g K* 
CC26 TE Sanniti 69t-126c-145a-231c-261t-299g 73g J*(xJ1) 
CC30 TE Sanniti 298c-311c 72c HV* 
CC33 TE Sanniti 189c-192t-270t-311c-336a 55a-73g H* 
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PR1 Ligures 270t-292t-362c-526a 73g-96N-115N U* 
PR2 Ligures 218t-355t   H* 
PR3 Ligures 519c   H* 
PR4 Ligures 189c-519c H* 
PR5 Ligures 189c-304c H5a 
PR6 Ligures 93N-260t-519c H7 
PR7 Ligures 129a-183C-189c-249c-288c-536inA 73g U* 
PR8 Ligures 126c-230g-362c-497g 60inT-64t R* 
PR9 Ligures 266t-519c 63inG H1 
PR10 Ligures 519c 40inG H* 
TE1 Ligures 69t-126c 73g-88N-118N J1* 
TE2 Ligures 294t-304c 56inA H* 
TE3 Ligures 176t-519c   H* 
TE4 Ligures 176t-519c   H* 
TE5 Ligures 176t-519c   H* 
TE6 Ligures 519c   H1 
TE7 Ligures 189c-519c H* 
TE8 Ligures 176t-519c   H* 
TE11 Ligures 126c-184t-294t-296t-304c-519c 73g T* 
TE12 Ligures 126c-184t-294t-296t-304c-519c 73g T* 
TE13 Ligures 126c-184t-294t-296t-304c-519c 73g T* 
TE14 Ligures 189c-304c 114N H5a 
AR1 Ligures 519c   H1 
AR2 Ligures 69t-126c-145a-222t-240g-261t-274a 73g J1* 
AR3 Ligures 193t-249c-343g-526a 73g U* 
AR4 Ligures CRS 112N-118N H13a1 
AR5 Ligures 189c-292t-519c 71a H* 
AR6 Ligures 519c   H* 
AR9 Ligures 134t-183C-189c-223t-278t-519c 73g N* 
AR10 Ligures 192t 73g H* 
AR11 Ligures 192t 73g H* 
AR13 Ligures 519c   H1 
V1 Ligures 298c 72c V* 
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V3 Ligures 126c-294t-304c-519c 73g T* 
V4 Ligures 126c-153a-294t-296t-519c 73g T* 
V7 Ligures 519c   H* 
V8 Ligures 126c-153a-294t-296t-519c 73g T* 
V11 Ligures 162delA-343g 73g U* 
V12 Ligures 129a-224c-290A-311c-519c 73g U* 
V13 Ligures 304c-309g H* 
V14 Ligures 126c-153a-294t-296t-519c 73g T* 
V15 Ligures 189c-304c H5a 
V16 Ligures 93c-519c   H* 
V19 Ligures 519c   H7 
V20 Ligures 183C-189c-223t-278t-312N-519c 73g X2b 
V21 Ligures 298c   V* 
V22 Ligures 189c-192t-223t-292t-325c-519c 73g N* 
V23 Ligures 172c-261t-519c H13a1 
V24 Ligures 126N-209c-261t H* 
V25 Ligures 189c-304c H5a 
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Tabella A.2:  Percentuali delle frequenze aplotipiche del DNA mitocondriale nelle varie 
macroaree Italiane e nei campioni liguri e di Circello  
 
HG I II III IV V VI VII VIII Circello Apuane 
L0-L3 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 
M*  0,6 1,9 0,0 0,0 1,8 0,5 2,5 0,0 0,0 0,0 
N*  2,5 3,7 2,9 0,0 2,7 5,2 5,2 0,0 14,8 5,5 
N1 2,5 2,8 2,9 1,9 0,0 1,9 2,5 1,4 0,0 0,0 
I 0,6 1,9 0,0 1,9 0,9 3,3 0,8 1,4 3,7 0,0 
X2b-d 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 1,8 
R* 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 1,8 
R0 0,6 0,0 2,9 1,9 0,9 1,9 0,8 0,0 0,0 0,0 
HV 6,8 3,7 2,9 1,9 3,6 4,3 4,2 0,0 22,2 0,0 
H* 11,1 10,2 17,1 17,3 13,6 12,4 21,2 5,7 7,4 32,7 
H1 15,4 11,1 11,4 9,6 14,5 12,9 12,7 21,4 7,4 7,3 
H2 0,0 0,9 0,0 7,7 0,9 0,5 2,5 0,0 0,0 0,0 
H3 4,3 3,7 8,6 3,8 1,8 1,9 4,2 10,0 7,4 3,6 
H4 1,2 1,9 2,9 1,9 0,9 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 
H5 5,6 4,6 2,9 7,7 6,4 4,3 1,7 0,0 0,0 1,8 
H6 0,6 1,9 2,9 3,8 1,8 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 
H7 4,3 0,9 0,0 0,0 1,8 1,9 3,4 4,3 0,0 3,6 
H9a 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 
H10a 0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 1,4 0,0 0,0 7,4 0,0 
H11 1,2 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,9 0,0 0,0 
H12 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
H13a 0,6 1,9 0,0 3,8 1,8 2,9 1,7 1,4 0,0 3,6 
H18 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
V 1,9 3,7 0,0 1,9 0,9 1,0 0,0 4,3 0,0 3,6 
R2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
R11-
21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
R12 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
 113 
J* 2,5 0,0 0,0 1,9 3,6 4,3 5,9 8,6 3,7 0,0 
J1 9,3 5,6 14,3 3,8 5,5 4,3 3,4 4,3 11,1 5,5 
T 7,4 14,8 8,6 7,7 13,6 14,3 12,7 15,7 3,7 12,7 
U* 6,8 9,3 5,7 5,8 5,5 10,0 6,8 8,6 0,0 9,1 
U3a1 1,2 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
U4b1 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 
U5a 4,3 5,6 5,7 1,9 7,3 1,4 2,5 2,9 0,0 1,8 
K* 2,5 0,0 0,0 3,8 0,0 0,0 0,0 2,9 11,1 0,0 
K1* 0,0 0,9 0,0 1,9 0,0 1,0 1,7 0,0 0,0 0,0 
K1a 3,7 7,4 8,6 7,7 5,5 2,9 1,7 4,3 0,0 0,0 
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Tabella A.3: aplogruppi relativi ai campioni tipizzati per i polimorfismi della regione 
non ricombinante del cromosoma Y (MSY) 
ID
 
Po
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la
zi
on
e 
H
G
 (H
ap
lP
re
d)
 
H
G
 S
N
Ps
 
19
 
38
9 
I 
38
9 
II
 
39
0 
39
1 
39
2 
39
3 
38
5 
a 
38
5 
b 
43
7 
43
8 
43
9 
44
8 
45
6 
45
8 
D
Y
S6
35
 
G
A
TA
H
4 
CC1 Sanniti R1b1b2 M269 14 13 30 24 10 13 12 10 14 15 12 12 19 15 16 23 12 
CC2 Sanniti J2a J2a* 14 14 31 24 10 11 12 14 15 15 9 12 19 15 17 23 11 
CC3 Sanniti 
R1b1b2a1
b4 U152 14 14 30 24 10 13 13 11 16 15 12 12 19 15 16 24 12 
CC4 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 11 11 13 16 18 14 10 12 20 16 15 22 13 
CC5 Sanniti 
R1b1b2a1
b4c L2/S139 14 14 30 24 10 13 13 11 15 14 12 13 19 15 17 25 13 
CC6 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 12 29 24 10 11 13 16 18 14 10 13 20 15 15 22 12 
CC7 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 10 11 13 16 18 14 10 12 20 16 15 22 12 
CC8 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 10 11 13 18 19 14 10 12 20 16 16 22 12 
CC9 Sanniti 
R1b1b2a1
b4 U152 14 14 31 24 10 13 13 11 16 15 12 12 19 15 16 24 12 
CC10 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 10 11 13 16 18 14 10 12 20 16 15 22 12 
CC11 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 23 10 11 13 18 18 14 10 12 19 15 14 21 12 
CC12 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 10 11 13 16 18 14 10 12 20 16 15 22 12 
CC13 Sanniti J2a J2a4* 15 13 30 23 9 11 12 13 16 14 9 11 21 16 14 23 12 
CC14 Sanniti R1b1b2 M269 14 13 30 24 10 13 12 10 14 15 12 12 19 15 16 23 12 
CC15 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 23 10 11 13 18 18 14 10 12 19 15 14 21 13 
CC16 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 23 10 11 13 18 18 14 10 12 19 15 15 21 12 
CC17 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 10 11 13 16 18 14 10 12 20 16 15 22 11 
CC18 Sanniti J2a2 J2a4b* 14 13 29 21 10 11 12 13 16 15 9 11 20 18 18 22 11 
CC19 Sanniti G2a G2a* 15 12 31 22 10 10 14 15 16 14 11 11 20 15 19 20 12 
CC20 Sanniti 
R1b1b2a1
b4c L2/S139 14 13 30 25 11 13 13 11 15 15 12 12 19 16 17 24 12 
CC21 Sanniti G2a G2a3* 15 14 30 23 10 11 14 13 14 16 10 11 20 15 19 21 12 
CC22 Sanniti R1b1b2 M269 14 13 30 24 10 13 12 10 14 15 12 12 19 15 16 23 12 
CC23 Sanniti G2a G2a* 15 12 31 22 9 10 14 15 17 14 11 11 20 15 19 20 12 
CC24 Sanniti 
R1b1b2a1
b4c L2/S139 14 13 30 25 11 13 13 11 16 15 12 12 19 16 17 24 12 
CC25 Sanniti T / 13 14 31 22 10 13 13 13 17 15 9 12 19 14 18 21 11 
CC26 Sanniti T / 13 14 31 22 10 13 13 13 17 15 9 12 19 14 17 21 11 
CC27 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 25 10 11 13 16 17 14 10 12 20 17 15 21 12 
CC28 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 14 31 23 10 11 13 18 18 14 10 12 19 15 14 21 12 
CC29 Sanniti E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 10 11 13 18 19 14 10 12 20 16 16 22 12 
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CC30 Sanniti 
R1b1b2a1
b5 
L21/S14
5 15 13 29 23 9 13 13 11 14 15 12 11 19 15 17 23 13 
CC31 Sanniti R1b1b2 M269 14 13 30 24 10 13 12 10 14 15 12 12 19 15 16 23 12 
CC32 Sanniti J2a / 13 14 30 23 10 11 12 13 14 15 10 12 20 17 15 22 11 
CC33 Sanniti J2b J2b* 15 12 29 24 10 11 12 15 18 16 9 13 17 13 16 21 11 
CC34 Sanniti R1b1b2 M269 14 13 30 24 10 13 12 10 14 15 12 12 19 15 16 23 12 
PR 01 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 19 15 18 23 12 
PR 02 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 19 15 18 23 12 
PR 03 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 19 15 18 23 12 
PR 04 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 20 15 17 23 12 
PR 05 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 15 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 19 15 18 23 12 
PR 06 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 19 15 17 23 12 
PR 08 Ligures J2b J2b* 16 12 29 24 11 11 12 14 17 16 9 12 19 13 16 22 12 
PR 09 Ligures I* M170 16 13 31 24 11 11 13 14 15 15 10 13 20 15 19 22 10 
PR 10 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 19 15 18 23 12 
PR 11 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 11 13 13 11 17 15 12 12 19 15 16 23 12 
PR 12 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 11 13 12 11 14 14 12 13 18 15 17 23 13 
PR 13 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 11 13 12 11 14 14 12 13 18 16 17 23 13 
TE 05 Ligures E1b1b1a2 
E1b1b1a
2* 13 13 30 24 10 11 13 16 17 14 11 13 20 16 15 22 13 
TE 06 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 11 13 12 11 14 14 12 13 18 15 17 23 12 
TE 07 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 11 13 13 11 17 15 12 12 19 15 16 23 12 
TE 08 Ligures I2a1 I2a2* 17 13 28 23 10 11 13 12 12 15 10 12 22 14 19 21 12 
TE 09 Ligures G2a G2a3* 14 12 28 22 10 11 14 13 14 16 10 12 21 15 16 21 12 
TE 10 Ligures 
R1b1b2a1
b S116 14 13 29 24 11 13 14 11 15 15 12 12 18 16 18 23 12 
TE 11 Ligures J2b J2b* 18 12 29 24 11 11 12 14 16 15 9 11 19 13 17 22 11 
TE 12 Ligures G2a G2a3* 15 12 28 21 11 11 14 13 14 16 10 11 21 15 16 20 11 
TE 13 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 10 15 13 11 14 15 12 11 19 15 19 23 12 
TE 14 Ligures 
R1b1b2a1
b S116 14 13 29 24 11 13 14 11 15 15 12 12 18 16 19 23 12 
AR 
01 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 11 13 13 11 14 16 12 12 19 15 16 23 12 
AR 
02 Ligures R1b1b2 M269 14 13 28 24 10 14 12 12 14 15 12 13 19 15 16 24 12 
AR 
03 Ligures I1* I1* 14 13 29 23 10 11 13 13 14 16 10 11 20 14 15 23 11 
AR 
04 Ligures I1* I1* 14 13 29 23 10 11 13 13 14 16 10 11 20 14 15 23 11 
AR 
07 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 32 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 17 24 12 
AR 
08 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 17 24 12 
AR 
09 Ligures J2b J2b* 15 12 30 24 10 11 12 13 19 15 9 13 19 13 16 22 12 
AR 
10 Ligures R1b1b2 M269 14 13 28 24 10 14 12 12 14 15 12 13 19 15 16 24 11 
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AR 
11 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 17 24 12 
AR 
12 Ligures I1* I1* 14 13 29 23 10 11 13 13 14 16 10 11 20 14 15 23 11 
AR 
13 Ligures J2b J2b* 15 12 30 24 10 11 12 13 19 15 9 13 19 13 16 22 11 
V1 Ligures E1b1b* M35 13 14 31 22 8 11 13 12 15 14 10 13 21 15 16 21 13 
V2 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 17 24 12 
V3 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 16 24 12 
V4 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 28 23 11 13 13 11 14 15 12 12 19 16 17 23 12 
V7 Ligures J2b J2b* 15 12 31 24 10 11 12 13 19 15 9 12 19 14 16 22 11 
V8 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 28 24 11 13 13 12 14 15 12 12 19 16 17 23 12 
V9 Ligures I1d 
I1d* 
(+L22) 15 12 28 23 10 11 14 14 14 16 10 11 20 13 15 22 11 
V10 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 16 17 24 12 
V11 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 17 24 12 
V12 Ligures R1a 
M17 - 
R1a 15 13 30 25 10 12 13 11 14 14 11 10 20 16 15 23 13 
V13 Ligures E1b1b* M35 13 14 31 24 9 11 14 15 17 14 10 12 20 15 16 22 12 
V14 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 17 24 12 
V16 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 15 13 28 24 11 13 13 12 14 15 12 12 19 16 17 23 12 
V17 Ligures R1b1b2 M269 14 14 30 23 11 13 12 12 14 15 12 13 18 16 16 23 13 
V18 Ligures 
R1b1b2a1
b4c S139 15 13 29 24 11 13 13 12 14 14 12 12 19 15 17 23 12 
V19 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 30 23 10 13 13 11 15 15 12 13 20 15 18 23 13 
V20 Ligures I2a1 I2a2* 17 13 28 23 10 11 13 12 12 15 10 12 22 14 19 21 12 
V21 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 16 17 24 12 
V22 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 29 24 11 14 13 12 15 15 12 12 19 15 17 23 12 
V23 Ligures E1b1b* M35 13 14 31 24 9 11 14 16 17 14 10 12 20 15 16 22 12 
V24 Ligures 
R1b1b2a1
b4 U152 14 13 31 23 10 13 13 10 17 15 12 12 19 15 17 23 12 
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 Tabella A.4:  Percentuali delle frequenze aplotipiche del DNA mitocondriale nelle varie 
macroaree Italiane e nei campioni liguri e di Circello 
  
HG I II III IV V VI VII VIII Circello Apuani 
E1a 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 1,2 0,0 0,0 
E1b1a 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 
E1b1b* 2,5 4,1 3,4 6,5 3,9 7,1 10,6 7,3 0,0 5,6 
E1b1b1a2 9,3 11,0 6,9 4,9 6,5 10,6 7,1 2,4 38,2 1,9 
F 1,9 1,4 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 0,0 
G* 0,0 0,0 0,0 0,8 1,3 0,5 0,7 0,0 0,0 0,0 
G2a2b 8,1 6,8 10,3 5,7 14,3 16,2 11,3 13,4 8,8 3,7 
G2c 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 
I1 3,1 9,6 10,3 2,4 1,3 2,5 0,0 0,0 0,0 5,6 
I1d 0,0 1,4 0,0 1,6 0,0 1,0 1,4 0,0 0,0 1,9 
I* 3,7 1,4 0,0 0,0 1,3 2,5 0,7 0,0 0,0 1,9 
I2a1 0,6 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 1,4 39,0 0,0 3,7 
I2b1 0,6 0,0 0,0 0,8 1,3 1,0 1,4 2,4 0,0 9,3 
J1 1,9 1,4 6,9 3,3 3,9 4,0 6,4 2,4 0,0 0,0 
J2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
J2a 4,3 11,0 0,0 5,7 13,0 7,1 11,3 6,1 8,8 3,7 
J2a2 2,5 1,4 0,0 0,8 2,6 3,0 2,8 1,2 2,9 0,0 
J2a2a 1,2 1,4 0,0 0,0 2,6 3,0 2,8 0,0 0,0 0,0 
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J2b 0,6 0,0 3,4 1,6 5,2 3,0 2,1 0,0 2,9 9,3 
L 0,0 8,2 0,0 0,8 1,3 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 
R1a 3,1 0,0 0,0 4,9 3,9 4,0 5,7 0,0 0,0 1,9 
R1b* 0,0 1,4 0,0 0,0 1,3 0,0 1,4 3,7 0,0 0,0 
R1b1b2 4,3 6,8 6,9 6,5 6,5 8,1 9,2 6,1 14,7 5,6 
R1b1b2a1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 
R1b1b2a1a 3,1 5,5 3,4 4,1 2,6 3,5 5,7 0,0 0,0 0,0 
R1b1b2a1b 13,7 5,5 6,9 4,9 7,8 3,5 4,3 2,4 0,0 3,7 
R1b1b2a1b4 18,6 5,5 24,1 26,8 11,7 5,1 5,7 7,3 5,9 53,7 
R1b1b2a1b4c 13,7 13,7 6,9 10,6 7,8 3,5 1,4 2,4 8,8 1,9 
R1b1b2a1b5 1,9 0,0 10,3 1,6 0,0 1,5 2,8 0,0 2,9 0,0 
T 1,2 2,7 0,0 3,3 0,0 4,5 2,1 1,2 5,9 0,0 
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Amplificazione in PCR 
La reazione a catena della polimerasi (PCR) è un metodo rapido e versatile che permette 
l’amplificazione selettiva di una determinata regione di DNA sfruttando il principio 
della moltiplicazione enzimatica ad opera di una polimerasi termoresistente (Ampli Taq 
Gold® DNA polimerasi). 
Per ottenere questo tipo di amplificazione selettiva sono necessarie alcune informazioni 
a priori sulla sequenza del DNA bersaglio, che rendano possibile la costruzione di due 
sequenze oligonucleotidiche da utilizzare come inneschi o primers, queste una volta 
aggiunte al DNA genomico denaturato, fungono da iniziatori e si legano in senso 
opposto a sequenze di DNA complementari immediatamente fiancheggianti la regione 
da amplificare. I primers vengono sintetizzati chimicamente in modo da avere una 
sequenza complementare alle due regioni che fiancheggiano il segmento, uno in 
direzione 5’-3’ di un filamento ( primer forward ) e uno in direzione 5’-3’ del filamento 
opposto ( primer riverse ).  
L’utilizzo della Ampli Taq Gold® DNA polimerasi (PE Biosystem) permette di 
migliorare la resa e la qualità dei prodotti poiché riduce la probabilità di ottenere 
prodotti a bassa specificità. Deriva da una DNA polimerasi ricombinante, isolata e 
purificata da ceppi di Escherichia coli in cui è stato inserito un gene modificato di una 
DNA polimerasi termostabile, appartenente ad un microrganismo il cui habitat naturale 
è costituito dalle sorgenti calde: il Thermus aquaticus. L’enzima viene fornito legato ad 
un anticorpo che lo rende inattivo a temperatura ambiente. L’anticorpo viene denaturato 
ad alte temperature favorendo il rilascio graduale nel tempo dell’attività specifica della 
polimerasi. Ciò rende non necessaria la sua aggiunta “a caldo” (Hot Start) nella PCR 
mix e assicura una specificità anche durante gli ultimi cicli di amplificazione. 
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Gli  altri componenti delle reazioni multiplex sono: 
 I 4 nucleotidi precursori del DNA ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP ); 
 Il cofattore della polimerasi, Mg++, sotto forma di cloruro di magnesio MgCl2; 
 Un set di primers marcati con diverse fluorescenze. 
La reazione avviene all’interno del termociclatore che svolge ripetuti cicli termici 
sequenziali, alle diverse temperature necessarie per le tre fasi principali del processo: 
denaturazione, appaiamento, estensione.  
 Denaturazione: consiste nella separazione dei due filamenti di DNA che 
avviene solitamente a 93-95°C per il DNA genomico umano. 
 Appaiamento o Annealing: consiste nella fase in cui i primers presenti in 
eccesso rispetto al DNA si uniscono stabilmente e rapidamente al DNA 
stampo. La temperatura di questa fase va dai 50° ai 70°C a seconda della 
temperatura di fusione (Tm) della propria elica in corrispondenza delle 
sequenze complementari alle sequenze dei primers ed aumenta 
proporzionalmente al contenuto in basi G e C.   
 Estensione: consiste nella fase in cui l’enzima DNA polimerasi sintetizza 
nuovi filamenti in direzione 5’-3’ nel tratto compreso fra i due primers, 
utilizzando la sequenza target come stampo. Il tutto avviene ad una 
temperatura di circa 70-75°C  e al termine di questi cicli, dopo un’ultima  
estensione prolungata, i prodotti amplificati vengono raffreddati per  impedire 
la rinaturazione delle eliche.  
Il termociclatore usato per la reazione di amplificazione è il "Gene Amp PCR System 
PE 9700" (PE Biosystem). 
